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1 Einleitung 1
1 Einleitung
In der Statistik der Todesursachen ist Krebs in den letzten 50 Jahren in den Industrielän-
dern zunehmend bedeutender geworden. Allerdings liefern die herkömmlichen Behand-
lungsmethoden, wie Chirurgie, Strahlentherapie und Chemotherapie, häufig nicht
zufriedenstellende Ergebnisse1, weshalb neue Therapieformen gesucht werden.
Aktivierte endogene oder exogene (virale) Onkogene bzw. inaktivierte Tumorsuppressor-
gene sind verantwortlich für die Transformation von normalen Zellen zu malignen Zellen2.
Tumore entstehen dann durch das progressive Wachstum der transformierten Zellen, wenn
sie der Kontrolle des Immunsystems entkommen. Die transformierten Zellen exprimieren
qualitativ und quantitativ andere Proteine, die vom Immunsystem als tumorspezifische
oder Tumor-assoziierte Antigene erkannt werden können. In Tierversuchen konnte gezeigt
werden, daß dem Immunsystem bei der Tumorentwicklung eine wichtige Kontrollfunktion
zukommt3.
Bereits am Ende des 19. Jahrhunderts wurde für diverse Krankheitsbilder, wie Milzbrand,
Diphtherie, Typhus und Entzündungen, die Verbindung mit bakteriellen Infektionen nach-
gewiesen. Aber auch andere Krankheiten und sogar Krebs standen im Verdacht, durch
Infektionen mit Krankheitserregern zu entstehen. 1892 entdeckten Iwanowski und
Beijerinck unabhängig voneinander Viren (zur Übersicht4). Den Zusammenhang zwischen
Viren und Tumorerkrankungen beschrieb erstmals Rous 1911, der das in Hühnern tumor-
induzierende, später nach ihm benannte, Rous-Sarcom-Virus identifizierte. Neue Erkennt-
nisse über die molekularen Zusammenhänge der Tumorentwicklung sowie Fortschritte in
der Immunologie, Virologie und Molekularbiologie zeigten die Assoziation von humanen
Krebserkrankungen mit speziellen Virusinfektionen, z.B. mit dem humanen Papilloma-
virus (1.1), aber auch dem Hepatitis B-, Hepatitis C- und Epstein-Barr Virus. Die Infektion
mit diesen onkogenen Viren ist oftmals persistierend bzw. chronisch, d.h. das Virus bzw.
die virusinfizierten Zellen werden vom Immunsystem nicht effektiv eliminiert. Heutzutage
werden allgemein 15 bis 20 % aller Krebserkrankungen der Infektion mit Viren unter-
schiedlicher Familien zugeschrieben5.
Die deutliche Zunahme besonders der Virus-assoziierten Krebserkrankungen in
immunsupprimierten Patienten deutet auf die wichtige Rolle des Immunsystems bei der
Prävention dieser Erkrankungen hin6. Die Expression tumorspezifischer Erreger-
assoziierter Antigene könnte als Ziel für immuntherapeutische Ansätze bei einer Vielzahl
von Krebserkrankungen dienen7. Die Prävention Tumor-assoziierter chronischer
Infektionskrankheiten kann zur Tumorprävention beitragen.
1.1 Papillomaviren und ihr Einfluß auf die Krebsentstehung
Die Papillomaviren wurden erstmals 1907 durch Ciuffo8 untersucht. Er beschrieb die
Übertragung von Warzen durch zellfrei filtrierte Warzenextrakte. Die erste direkte
Beschreibung der Papillomaviren erfolgte 1933 durch Shope9, der die Tumore von Kanin-
chen untersuchte. Diese Tumore an Kopf und Schulter der Tiere bildeten bizarre Formen
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(Papillome) aus und beruhten auf einer Infektion mit dem cottontail rabbit Papilloma-
virus9. Bei den Papillomaviren handelt es sich um eine große Gruppe untereinander
verwandter Viren, die bei zahlreichen höheren Wirbeltieren Warzen induzieren und zudem
ein Potential zur Bildung von Tumoren haben. Alle Papillomaviren besitzen ein zirkuläres,
doppelsträngiges DNA-Genom mit einer Größe von etwa 8 kb, das von einer icosahedralen
Proteinhülle umgeben ist (Abb. 1.1 I). Das Viruskapsid dieser nicht-umhüllten DNA-Viren
besitzt einen Durchmesser von 40 bis 55 nm.
Die Anzahl der bekannten humanen Papillomaviren (HPV) liegt derzeit bei über
100 Typen und wird voraussichtlich in den nächsten Jahren weiter zunehmen5,10. Die HPV
wurden aufgrund der Häufigkeit ihres Vorkommens in Läsionen bzw. Karzinomen in sog.
low und high risk Virustypen unterteilt, denen ein niedriges bzw. hohes Risiko zur
Induktion einer Krebserkrankung zugeschrieben wird. Diese Einteilung bestätigt sich in
der unterschiedlichen Fähigkeit der low und high risk Typen humane Keratinozyten zu
immortalisieren11,12. Zu den low risk Typen gehören die meisten der auf der Haut vorkom-
menden Papillomaviren (z.B. HPV-5, -8, -20)13, die bekanntesten und am besten
erforschten high risk Viren sind HPV-16, -18 und -31, die regelmäßig in Zervix-
Krebsbiopsien gefunden werden14. Die high risk Papillomaviren werden überwiegend
durch familiäre oder sexuelle Kontakte verbreitet. Sie sind in ca. 80 % aller Tumore im
Genitalbereich nachweisbar, und insbesondere Zervixkarzinome (Gebärmutterhalskrebse)
sind zu 95 % mit HPV-Transformationen assoziiert15,16. Neben der HPV-Tranformation
sind mit der Tumorentstehung allerdings noch weitere Risikofaktoren wie beispielsweise
Rauchen, orale Kontrazeptiva, UV-Bestrahlung oder chromosomale Instabilitäten
assoziiert17,18. Mit der Entdeckung von HPV als Auslöser für Condylomata und Läsionen
im Genitalbereich wurden sie zum Modellsystem (1.6) für die Tumorvirusforschung und
lösten CRPV und bovine Papillomaviren ab, die über Jahre die Objekte der Virus-
assoziierten Tumorforschung waren (zur Übersicht14).
1.1.1 Das Humane Papillomavirus HPV-16
HPV-16 gehört zu den high risk Typen der humanen Papillomaviren und wird bereits seit
den 80iger Jahren mit der Entstehung von Zervixkarzinomen in Verbindung gebracht.
Epidemiologische Studien haben gezeigt, daß die Infektion mit HPV der größte
Risikofaktor für die Entwicklung von Zervixkarzinomen ist18. Das Zervixkarzinom ist
weltweit mit 400.000 neuen Fällen pro Jahr20 die dritthäufigste Krebserkrankung bei
Frauen19. In beinahe allen (ca. 99 %) Zervixkarzinomen konnte HPV-DNA detektiert
werden, wobei die beiden high risk Typen HPV-16 und HPV-18 am häufigsten vertreten
waren21. Die WHO erklärte die humanen Papillomaviren als Onkogene für Menschen22.
Das Genom von HPV-16 besteht aus einem ringförmigen doppelsträngigen DNA-Molekül
mit einer Größe von 7905 bp (Abb. 1.1 I). Das Genom von HPV-16 enthält acht
Transkriptionseinheiten (siehe Tab. 1.1), die alle auf einem DNA-Strang lokalisiert sind.
Die DNA wird von einem icosahedralen Viruskapsid umgeben und enthält keine
Hüllmembran. Der Durchmesser der Viruskapside, die hauptsächlich aus dem L1 Protein
zusammengesetzt sind, beträgt 55-60 nm. Die virale DNA ist assoziiert mit Histonen,
welche von der Wirtszelle gebildet werden14.
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E1 68-85 Initiation der viralen DNA-Replikation,
ATP-abhängige Helicase-Aktivität, Bildung
von Heterodimeren mit E2, Aufrechterhal-
tung der episomalen Zustands
Zellkern
E2 40-58 Interaktion mit E1 bei der Replikation,
Transkriptionsrepressor von E6 und E7
Zellkern
E4 10-17 Wechselwirkung mit Zytokeratingerüst Zytoplasma
E5 10 Interaktion mit EGF- und anderen Zell-
Rezeptoren, Induktion der zellulären Onko-
gene c-jun und c-fos, Inhibitation der
Azidifikation der Endosomen
Zytoplasma
E6 16-19 Interaktion mit p53, Induktion der proteolyt.
Spaltung von p53, Immortalisierung und
Differenzierung der Zellen
Zytoplasma
E7 10-14 Interaktion mit pRB, Immortalisierung der
Zellen, Induktion von E2-ähnlichen
Zellpromotoren
Zellkern
L1 54-58 Hauptkomponente des Viruskapsids Zellkern/
Zytoplasma
L2 63-78 Strukturprotein im Kapsid Zellkern/
Zytoplasma
Papillomaviren sind sehr weit verbreitet, da sie eine Nische nutzen, die für das Immun-
system nur unzureichend zugänglich ist. HPV-16 infiziert das Schichtepithel der Zervix am
Übergang von Vagina zu Ektozervix, wobei es durch Läsionen in tiefere Schichten vor-
dringt und die Basalzellen infiziert (Abb. 1.1 II). Der Vermehrungszyklus von HPV-16 läßt
sich in eine latente und eine lytische Phase unterteilen, der mit dem Differenzierungsgrad
des infizierten Gewebes zusammenhängt. In den noch undifferenzierten Basalschichten
erfolgt die Expression der frühen Transkriptionseinheiten E1 und E424. Die frühen Gene
E6 und E7 werden in geringerem Maße exprimiert. Die Proteine der frühen Gene dienen
zur Regulation der viralen Transkription und zur Interaktion mit zellulären Proteinen, die
für Zellzyklus und -teilung verantwortlich sind. In dieser latenten, nicht-lytischen Phase
kommt es nur zu einer limitierten Virusreplikation der episomalen Virus-DNA auf eine
Kopienzahl von 50 bis 400 Virusgenome/Zelle. Die Virus-DNA bleibt dort zunächst in
einer Ruhephase. Erst wenn die Zellen zur Differenzierung übergehen und sich von den
basalen Schichten wegbewegen, wird die HPV-DNA amplifiziert. Mit zunehmender
Differenzierung der infizierten Zelle wird die lytische Phase eingeleitet und die späten
Gene von HPV 16 (L1 und L2) sowie E4 exprimiert. L1 und L2 bilden die Viruskapside,
welche die replizierte Virus-DNA umschließen. Die infektiösen Partikel werden aus den
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terminal differenzierten Zellen, die als Hautschuppen in das Lumen der Zervix abgegeben
werden, freigesetzt.
Abb. 1.1: HPV-16 Genom (I) und Infektionszyklus (II). Erläuterung siehe Text. Aus Tindle25.
In seltenen Fällen kommt es zur zufälligen Linearisierung des HPV-Genoms und dessen
Integration in das Genom der Zelle26. Wenn durch die Linearisierung die E2-Region
zerstört wird, entfällt die E2-vermittelte Repression der E6- und E7-Transkription. Durch
die gesteigerte Expression von E6 und E7 in den infizierten Zellen kommt es zur
Transformation (Dysplasie). Aufgrund des unkontrollierten Wachstums der transformierten
Zellen kann dies zu einer invasiven malignen Tumorerkrankung mit Metastasenbildung in
anderen Organen führen.
Die Assoziation von HPV-16 und anderen humanen high risk Papillomaviren mit Tumor-
erkrankungen der Zervix beruht auf ihren Onkogenen E6 und E7. Diese beiden viralen
Proteine besitzen die Eigenschaft die Tumorsuppressor-Proteine p53 und pRB zu binden.
E6 leitet dann die Degradation von p53 im Proteasom ein, E7 führt zu einer Inaktivierung
von pRB27,28. Durch die Funktion von E6 und E7 (siehe Tab. 1.1) kommt es zu Verände-
rungen von Zyklin-abhängigen Kinasekomplexen, die zur genomischen Instabilität der
Zelle führen, wodurch neoplasive Transformationen begünstigt werden29-31. Es konnte
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sowohl in vivo32,33 als auch in vitro34,35 gezeigt werden, daß die Expression der beiden
Onkogene E6 und E7 für die Immortalisierung sowie für die Aufrechterhaltung des trans-
formierten Zustandes der infizierten Zellen notwendig ist. E7 wird konstitutiv in allen
transformierten Zellen des Zervixkarzinoms, aber auch in den noch nicht invasiven Vorstu-
fen des Tumors exprimiert (Abb. 1.1 II). Aus diesem Grund stellt das virale Onkogen E7
ein ideales tumorspezifisches Antigen dar und ist für den Einsatz im Rahmen einer
Immuntherapie prädestiniert. Da es sich um ein exogenes bzw. virales Antigen handelt,
welches nicht in gesundem Gewebe exprimiert wird, sollten mögliche Probleme einer
Immuntherapie durch Autoimmunitätsreaktionen nicht von Bedeutung sein.
Das virale Protein E5 ist ein weiteres Onkogen mit transformierender Eigenschaft36. Die
genaue Bedeutung von E5 bei der Entstehung von malignen Erkrankungen ist allerdings
nicht klar. Es wird vermutet, daß es nur in der frühen Phase der Infektion aktiv ist, da es
bei der Integration der viralen DNA in das zelluläre Genom häufig deletiert wird, und die
Integration der Virus-DNA als ein Indiz der Malignität dient37.
Trotz der eindeutigen Assoziation von HPV-16 mit der Entstehung von malignen Erkran-
kungen der Zervix, entwickeln nur etwa 10 % der infizierten Frauen ein Zervixkarzinom.
Bei etwa 50 % der Patientinnen kommt es in einem frühen Stadium zu einer kompletten
Remission ohne jegliche Behandlung38-40. Bei der Protektion gegen das Virus und der
Eliminierung der HPV-infizierten Zellen scheint das Immunsystem von großer Bedeutung
zu sein, da die Häufigkeit von HPV-Infektionen mit high risk Typen und anschließender
Progression zu malignen Erkrankungen in immunsupprimierten Patienten, wie z.B. bei
AIDS-Patienten, deutlich erhöht ist6,41,42. Aber auch die Einnahme immunsuppressiv
wirkender Medikamente nach einer Transplantation erhöht das Risiko HPV-assoziierter
Tumore43. Diese Beobachtungen deuten auf die Kontrollfunktion des Immunsystems bei
HPV-induzierten Tumoren hin und lassen die Immuntherapie als neue Behandlungs-
methode dieser Tumore vielversprechend erscheinen.
1.2 Immuntherapie zur Behandlung von Tumoren und
chronischen Infektionskrankheiten
Das Immunsystem ist ein hoch differenziertes Organsystem, das in der Lage ist, spezifisch
gegenüber fremden Antigenen zu reagieren und damit den Organismus zu schützen.
Veränderte Zellen wie virusinfizierte Zellen oder Tumorzellen können durch
immunologische Effektorzellen, z.B. zytotoxische T-Zellen, eliminiert werden3,44. T-Zellen
verfügen über den T-Zellrezeptor (TCR), der zur spezifischen Erkennung von Antigenen
dient. Für die Aktivierung von T-Zellen durch ihren TCR müssen die Antigene zuvor von
professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APC) aufgenommen, intrazellulär
prozessiert, die entstehenden Peptidfragmente auf dem Haupthistokompabilitätskomplex
(major histocompatibility complex, MHC) gebunden und anschließend die MHC/Peptid-
Komplexe an die Zelloberfläche transportiert und präsentiert werden. Im Gegensatz zu
anderen Zellen exprimieren professionelle APCs kostimulatorische Faktoren, wie z.B. die
beiden kostimulatorischen Differenzierungscluster (CD) CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2).
Diese beiden Proteine der B7-Familie werden von dem auf T-Zellen vorkommenden CD28
als Ligand gebunden (siehe Abb. 1.4). Nur bei Vorliegen der kostimulatorischen Signale
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führt die Interaktion der APCs mit T-Zellen, die mit ihren T-Zellrezeptor spezifisch
MHC/Peptid-Komplexe erkennen, zur Proliferation und Differenzierung der T-Zellen in
Effektorzellen; fehlt das kostimulatorische Signal können die T-Zellen anerg werden.
Die Immuntherapie zur Behandlung von Tumoren basiert auf der bereits 1957 von Burnet
und Thomas postulierten Hypothese der „Tumor-Immunüberwachung“ (cancer immune
surveillance)45-47. Diese Hypothese -das Immunsystem ist in der Lage transformierte
Zellen zu entdecken und zu eliminieren- wurde aber erst 30-40 Jahre später durch experi-
mentelle Daten bestätigt48. Obwohl das häufige Auftreten von Tumorerkrankungen gegen
die Existenz einer effektiven Immunüberwachung spricht, zeigt das höhere Risiko von
immunsupprimierten Patienten zur Tumorentwicklung49,50 die wichtige Kontrollfunktion
des Immunsystems und rechtfertigt die Einbeziehung einer Immuntherapie in die Behand-
lung von Tumorerkrankungen.
Der Immuntherapie liegt zugrunde, daß Tumore bzw. mit einem Erreger-infizierte Zellen
spezifische Antigene besitzen, die eine Immunität bewirken können51. Die Entwicklung
ging dabei von humoralen Ansätzen zu Formen mit einem Schwerpunkt auf der zellulären
Immunantwort über. Dies basierte auf Erkenntnissen über tumorspezifische und Tumor-
assoziierte Antigene, die auf der Zelloberfläche von Tumorzellen exprimiert werden52,53.
Generell können die Immuntherapien in aktive und passive Immunisierungsstrategien
unterteilt werden. Bei den passiven Strategien wird das Immunsystem z.B. durch die
Injektion von tumorspezifischen Antikörpern54 oder den adoptiven Transfer von spezi-
fischen T-Zellen55 so modifiziert, daß es die transformierten Zellen erkennen und eliminie-
ren kann. Die klinischen Erfolge mit einigen Antikörper-basierenden Immuntherapien
führte zu deren Zulassung als therapeutische Arzneimittel in den USA und Deutschland54.
Bei der aktiven Immuntherapie werden die körpereigenen Komponenten des
Immunsystems gegen die therapeutisch relevanten Antigene sensibilisiert. Die aktiven
Strategien haben durch die Entwicklung von Methoden zur genetischen Modifikation von
Tumorzellen bzw. Komponenten des Immunsystems an Bedeutung gewonnen. Anfangs
wurden oft genetisch modifizierte, meist autologe Tumorzellen, die mit Zytokingenen oder
Genen für kostimulatorische Signale transfiziert wurden, in abgetöteter Form als Vakzine
verwendet56-58. Mittlerweile wird davon ausgegangen, daß weder normale Zellen, die mit
einem Antigen genetisch modifiziert wurden, noch Tumorzellen in der Lage sind, Antigene
korrekt den  T-Zellen zu präsentieren und diese zu aktivieren. Die Fähigkeit, naive T-
Zellen zu aktivieren, ist den professionellen APCs vorbehalten, weshalb dendritische
Zellen (1.3) im Mittelpunkt heutiger immuntherapeutischer Ansätze stehen59.
In einer Vielzahl von Studien haben sich genetisch modifizierte Tumorvakzine,
zytotoxische T-Zellen und dendritische Zellen als immunstimulatorisch erwiesen. Um eine
effektive tumorspezifische Immunantwort zu erreichen, werden mindestens drei syner-
gistische Signale benötigt60:
1. TCR auf zytotoxischen T-Zellen (CD8+-Zellen, CTLs) bzw. T-Helferzellen (CD4+-
Zellen), denen Tumorantigene im Kontext von MHC Klasse I (MHC I) bzw. Klasse
II (MHC II)-Molekülen präsentiert werden (Abb. 1.4),
2. antigenunspezifische akzessorische/kostimulatorische Signale, wie z.B. die
Interaktion von CD80 oder CD86 mit CD28 auf T-Zellen (Abb. 1.4),
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3. proliferative Signale, hervorgerufen durch Zytokine oder Wachstumsfaktoren, um
tumorspezifische Lymphozyten zu rekrutieren.
Obwohl die Entdeckung von tumorspezifischen und Tumor-assoziierten Antigenen ein
Meilenstein für die Immuntherapie war, existieren noch einige Hindernisse bei der
Entwicklung einer effektiven Immuntherapie. Ein Problem stellt die äußerst niedrige und
variable Anzahl an tumorreaktiven T-Zellen dar, weshalb die Amplifikation der tumor-
reaktiven T-Zellen für eine Immuntherapie mit therapeutischem Nutzen von Bedeutung ist.
Ein anderes zu überwindendes Hindernis beruht auf der Eigenschaft von Viren und
Tumoren, mittels unterschiedlicher Strategien der Kontrolle durch das Immunsystem zu
entgehen. Dazu gehören der Verlust oder die Verringerung von spezifischen Antigenen
bzw. der relevanten MHC-Moleküle, eine reduzierte Antigenpräsentation oder unvollstän-
dige Signaltransduktion in T-Zellen61,62. Aber auch vom Tumor sezernierte,
immunsuppressiv wirkende Faktoren, wie TGF-β (transforming growth factor-β) oder
Interleukin-10 (IL-10) können die Kontrolle durch das Immunsystem verhindern bzw.
reduzieren63,64. So konnte im Falle von Patienten mit malignem Melanom gezeigt werden,
daß diese Tumorzellen durch die sezernierten Faktoren gegenüber T-Zellen protektiert und
nur schwach immunogen waren65. Bei Untersuchungen von tumorspezifischen T-Zellen in
Melanomapatienten konnte teilweise eine enorme Vermehrung von antigenspezifischen
T-Zellen nachgewiesen werden, die aber nicht zytotoxisch waren. Diese T-Zellen waren
selbst nach Stimulation mit Mitogenen nicht in der Lage, Zytokine zu produzieren 66.
Somit wurde unmittelbar durch den Tumor eine Anergie bzw. Toleranz der T-Zellen
gegenüber den tumorreaktiven Antigenen induziert. Aber auch die professionellen APCs
können durch den Tumor quantitativ und funktionell modifiziert werden. So exprimierten
die APCs aus Tumorpatienten keine oder nur unzureichende Mengen an kostimula-
torischen Signalen, weshalb tumorspezifische T-Zellen nicht aktiviert werden, sondern in
Anergie verfallen67. Eine weitere Möglichkeit, der Immunüberwachung zu entgehen, ist
eine höhere Vermehrungsrate des Virus bzw. der Tumorzellen gegenüber der Eliminierung
durch das Immunsystem.
Die heutigen immuntherapeutischen Ansätze zielen zum einen darauf ab, den Tumor durch
die optimale Nutzung der stimulatorischen Eigenschaft der professionellen APCs immuno-
gener zu machen68, eine effektivere Stimulation der spezifischen CTLs zu induzieren, und
die Strategien des Tumors, der Kontrolle des Immunsystems zu entgehen, zu umgehen.
Zum anderen wird versucht die Anergie oder Toleranz gegenüber dem Tumor durch die
Stimulation und Expansion von Effektorzellen zu durchbrechen. Dabei konzentrieren sich
die gegenwärtigen Bemühungen auf den Einsatz von dendritischen Zellen (1.3) als profes-
sionellen APCs, da diese professionellen APCs anscheinend die einzigen Zellen sind, die
naive T-Zellen aktivieren können69. Die geringe Immunogenität von Tumoren wird durch
die Unfähigkeit des Tumors, naive T-Zellen und auch anerge bzw. tolerante T-Zellen zu
aktivieren, hervorgerufen. Dies läßt den Einsatz von dendritischen Zellen in der Immun-
therapie sinnvoll erscheinen (1.3.8).
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1.3 Dendritische Zellen
Dendritische Zellen wurden erstmals 1973 als kleine distinkte Population von Zellen in der
Milz von Mäusen entdeckt und beschrieben70. Sie unterscheiden sich phänotypisch
deutlich von den bis dahin bekannten anderen professionellen Antigen-präsentierenden
Zellen, wie B-Lymphozyten und Makrophagen. Sie haben eine sternförmige Morphologie,
wenig intrazelluläre Organellen und phagozytierten weniger als Makrophagen. Wegen
ihrer dendriformen Morphologie sowie der Tatsache, daß sie den bis dahin bekannten
Zelltypen nicht zugeordnet werden konnten, sind sie heute als dendritische Zellen bekannt.
Steinman postulierte, daß dendritische Zellen an der Induktion primärer Immunantworten
beteiligt sind, da sie die zur Antigenpräsentation benötigten MHC II-Moleküle exprimie-
ren. Ein wesentliches Problem bei der Bestätigung dieser Hypothese war die geringe
Verfügbarkeit der dendritischen Zellen, da sie nur 1% der Leukozyten ausmachen71, und
die zum damaligen Zeitpunkt noch relativ wenig entwickelten Techniken zur Isolierung,
Kultivierung und Identifizierung der Zellen. So konnte erst fünf Jahre nach der
Identifikation der dendritischen Zellen gezeigt werden, daß sie effiziente Stimulatoren bei
der Aktivierung naiver T-Lymphozyten sind72, und weitere 5 Jahre später, daß sie an
Abstoßungsreaktionen gegen Organtransplantate beteiligt sind73. Da sie nicht nur die
Initiatoren der primären Immunantworten sind, sondern auch die Induktion der zentralen
sowie peripheren Toleranz des Immunsystems gegenüber Antigenen kontrollieren, nehmen
dendritische Zellen eine zentrale Rolle bei der Regulation des Immunsystems ein.
Mit den Fortschritten, die es ermöglichen, dendritische Zellen in Mengen zu gewinnen, die
größere und detailliertere Untersuchungen erlaubten, wurden sie bei vielen Nagern59 und in
nahezu allen Organen des Menschen nachgewiesen74. Dendritische Zellen stellten sich als
hoch spezialisierte akzessorische Zellen des Immunsystems dar75 und werden heute mit
Makrophagen und B-Lymphozyten zu den professionellen APCs gezählt. Da die Stimula-
tion von Lymphozyten durch dendritische Zellen überwiegend auf Zell-Zell-Interaktionen
beruht (Abb. 1.4), sind spezifische Oberflächenproteine zur Ausübung ihrer Funktionen
(Aufnahme, Prozessierung und Präsentation von Antigenen, sowie der Stimulation von
T-Zellen) von Bedeutung. Aus diesem Grund werden die spezifischen Oberflächenproteine
in Antigenrezeptoren, Adhäsionsmoleküle, kostimulatorische und Antigen-präsentierende
Moleküle unterteilt76-78.
Eine weitere Besonderheit der dendritischen Zellen sind, neben ihrer weiten Verbreitung in
den unterschiedlichsten Organen, die verschiedenen Reifungs- bzw. Entwicklungsstadien,
die miteinander in Verbindung stehen59.
1.3.1 Unreife und ausgereifte dendritische Zellen
Wegen ihrer einzigartigen Fähigkeit, naive T-Lymphozyten durch die Expression von
kostimulatorischen Signalen zu aktivieren, spielen dendritische Zellen eine zentrale Rolle
bei der Auslösung primärer Immunantworten79. Im Vergleich zu aktivierten B-Lympho-
zyten80 oder Monozyten81 sind sie wesentlich potenter bei der Stimulation naiver
Lymphozyten. Dendritische Zellen unterscheiden sich von anderen Leukozyten durch ihre
charakteristische Morphologie sowie ihrer hohen konstitutiven Expression von
MHC II-Molekülen und anderen Oberflächenproteinen. Anhand ihres Vorkommens, ihrer
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Differenzierung und ihrer Funktion werden sie in unreife und ausgereifte dendritische
Zellen unterteilt69 (Abb. 1.2). Diese beiden unterschiedlichen Entwicklungsstadien stellen
Zellen des gleichen Zelltyps dar59.
Unreife dendritische Zellen kommen in peripheren Geweben vor82-86. Alle unreifen
dendritischen Zellen werden als interstitielle dendritische Zellen zusammengefaßt, da sie
morphologische bzw. phänotypische Gemeinsamkeiten besitzen. Für die unreifen den-
dritischen Zellen der Haut, die bereits 1868 von Langerhans beschrieben wurden, ist der
historische Begriff „Langerhans-Zellen“ erhalten geblieben. Ihr Vorkommen und ihre
Verteilung in den Geweben und Organen dient als eine Art Netzwerk zur Überwachung
des Eindringens fremder Antigene. In den Geweben und Organen nehmen sie durch endo-
zytotische Aktivität fortlaufend sehr effizient Antigene auf (1.3.3). Die Prozessierung der
aufgenommenen Antigene (1.3.5) erfolgt in speziellen Kompartimenten durch Proteasen.
Nach der anschließenden Beladung der MHC I/II-Moleküle mit den entstandenen Peptid-
fragmenten erfolgt der Transport der MHC/Peptid-Komplexe auf die Zelloberfläche87,88.
Durch die Anwesenheit bestimmter Stimuli, z.B. eine Infektion in der lokalen Umgebung,
wird in den unreifen dendritischen Zellen ein Reifungs- bzw. Differenzierungsprozeß
ausgelöst (1.3.4), der zu einer deutlichen Veränderung ihrer Morphologie und Funktion
führt. Gleichzeitig mit dem Differenzierungsprozeß zu ausgereiften dendritischen Zellen
erfolgt auch die Migration der unreifen dendritischen Zellen zu den lokalen lymphatischen
Organen (Milz, Lymphknoten, Tonsillen, Peyersche Plaques).
Im Gegensatz zu unreifen dendritischen Zellen besitzen die in den lymphatischen Organen
vorkommenden ausgereiften dendritischen Zellen nicht mehr die Fähigkeit zur effizienten
Antigenaufnahme und Prozessierung. Sie kommen als interdigitierende dendritische Zellen
in den an T-Lymphozyten reichen Zonen der lymphatischen Organe vor, wo sie durch
Zellkontakte effektiv naive T-Lymphozyten stimulieren können89 (1.3.6). Durch die
Interaktionen der reifen dendritischen Zellen mit den T-Lymphozyten erfolgt neben der
Stimulation und Proliferation der T-Lymphozyten mit anschließender Differenzierung in
spezifische Effektorzellen und Gedächtniszellen (memory T-Zellen) auch eine terminale
Differenzierung der dendritischen Zellen. Diese terminale Differenzierung in den lympha-
tischen Organen, die durch die spezifische Interaktion mit T-Zellen ausgelöst wird, könnte
einen regulativen Effekt auf Dauer sowie Stärke der ausgelösten Immunantwort haben90
(siehe 1.4).
1.3.2 Entwicklung dendritischer Zellen
Die Herkunft der dendritischen Zellen konnte in den letzten Jahren aufgeklärt werden. Die
dendritischen Zellen stammen von haematopoetischen Stammzellen des Knochenmarks
ab91. Die Entwicklung der in der Literatur beschriebenen Subpopulationen von
dendritischen Zellen, die sich in ihrem Phänotyp, ihrer Funktion sowie ihrer Lokalisation
in den lymphatischen Organen unterscheiden69,92, konnte aber noch nicht eindeutig
aufgeklärt werden, da keine spezifischen Marker für die Identifikation der einzelnen
Vorläuferstadien der dendritischen Zellen zur Verfügung stehen.
In der Literatur wird die Entwicklung der dendritischen Zellen aus zwei unterschiedlichen
Entwicklungslinien postuliert: der myeloiden und der lymphoiden Linie92-94. Zur
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myeloiden Linie gehören die Langerhans-Zellen und die interstitiellen dendritischen
Zellen. Die Entdeckung, daß sich die thymischen dendritischen Zellen aus lymphoiden
Vorläuferzellen entwickeln95,96, führte zur Benennung als lymphoide Linie. Die
thymischen dendritischen Zellen sollen eine Funktion bei der negativen Selektion der
Lymphozytenentwicklung haben, indem sie dort körpereigene Antigene (Autoantigene)
präsentieren. Erkennt eine T-Zelle mit ihren TCR die präsentierten Autoantigene, wird ein
apoptotisches Signal in den T-Lymphozyten induziert. Durch die Funktion der thymischen
dendritischen Zellen werden autoreaktive Zellen aus dem T-Zellrepertoir entfernt97,98.
Für die Unterscheidung der lymphoiden Linie von der myeloiden Linie diente in den
letzten Jahren vor allem die Expression von CD8 als lymphoider Marker99,100. Kürzlich
veröffentlichte Arbeiten haben jedoch gezeigt, daß sowohl die myeloiden als auch die
lymphoiden Vorläuferzellen alle bekannten Subpopulationen an reifen dendritischen Zellen
generieren können101-103. Somit scheint CD8 kein geeigneter Marker für die lymphoide
Linie zu sein, sondern vielmehr einen Differenzierungsmarker darzustellen, der zur
Separation zweier funktionell unterschiedlicher Subpopulationen dendritischer Zellen
dienen kann104,105. Um eindeutige Information zu liefern, werden geeignete Methoden zur
Untersuchung der Entwicklung in vivo benötigt.
1.3.3 Antigenaufnahme
Antigene können von dendritischen Zellen sehr effizient über verschiedene endozytotische
Prozesse aufgenommen werden, die auf mehreren Transportmechanismen beruhen, und
sich in Makropinozytose, Rezeptor-vermittelte Endozytose und Phagozytose einteilen
lassen106.
Die Makropinozytose ermöglicht die unspezifische Aufnahme von Antigenen in gelöster
Form107. Bei der Makropinozytose schnüren sich große Membranbereiche als Endosomen
von der Plasmamembran ab, wobei gleichzeitig eine Vielzahl löslicher Proteine in den
abgeschnürten Vesikeln mit aufgenommen wird. Die gebildeten Endosomen enthalten
wegen der hohen Anzahl von MHC/Peptid-Komplexen auf der Oberfläche der
dendritischen Zellen viele MHC/Peptid-Komplexe. Die Endosomen werden u.a. in die
MHC II-Kompartimente, die spezielle lysosomale Kompartimente darstellen, trans-
portiert107. Dort werden die aufgenommenen Antigene prozessiert und nach der Beladung
der MHC-Moleküle mit den entstandenen Peptidfragmenten wieder zur Zelloberfläche
transportiert, um mit der Plasmamembran zu verschmelzen. Die Makropinozytose wird mit
zunehmender Differenzierung der unreifen dendritischen Zellen auf ein Minimum
reduziert.
Die als Rezeptor-vermittelte Endozytose bezeichnete Antigenaufnahme erfolgt über spezi-
elle Rezeptoren auf der Zelloberfläche107,108. Dabei dienen z.B. der Mannose-Rezeptor,
DEC-205 oder Fcγ-Rezeptoren der Klasse I und Klasse II zur spezifischen Bindung von
Antigenen, die anschließend gemeinsam mit den Rezeptoren in die intrazellulären
Kompartimente gelangen. Die Rezeptor-vermittelte Endozytose stellt einen sehr selektiven
Aufnahmeprozeß dar, mit dem spezifische Antigene aufgenommen werden können. Wie
die Makropinozytose wird auch die Rezeptor-vermittelte Endozytose mit zunehmender
Differenzierung der unreifen dendritischen Zellen verringert86.
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Als dritten Mechanismus zur Aufnahme von Viren, Bakterien, sowie apoptotischen und
nekrotischen Zellen dient die Phagozytose109-112. Die Phagozytose wird ebenfalls über
Fcγ-Rezeptoren und Integrine vermittelt, wodurch die dendritischen Zellen über eine
selektive phagozytotische Aktivität verfügen109. Die Phagozytoserate unreifer dendritischer
Zellen ist geringer als die von Makrophagen113 und nimmt während der Differenzierung zu
reifen dendritischen Zellen ab.
Unreife dendritische Zellen nutzen alle endozytotischen Prozesse zur Antigenaufnahme,
wohingegen reife dendritische Zellen diese Fähigkeit zur Antigenaufnahme nicht mehr
besitzen (Abb. 1.2). Die effiziente Antigenaufnahme unreifer dendritischer Zellen ist auf
die Makropinozytose und die Rezeptor-vermittelte Endozytose zurückzuführen. Im Ver-
gleich zu anderen APCs können dendritische Zellen durch diese beiden Prozesse auch ge-
ringe Mengen eines Antigens effizient aufnehmen und dem Immunsystem präsentierten107.
1.3.4 Stimulation, Migration und Aktivierung dendritischer Zellen
Der in vivo Ausreifungs- bzw. Differenzierungsprozeß der dendritischen Zellen kann in
drei Phasen unterteilt werden, die eng miteinander verbunden sind, und sequentiell durch-
laufen werden: Aktivierung, Migration und Wanderung in die lymphatischen Organe.
Dieser Prozeß erfordert das Vorhandensein mehrerer Gewebe und Zelltypen.
Der Prozeß beginnt mit der Stimulation der unreifen dendritischen Zellen in den nicht-
lymphatischen Organen (Abb. 1.2). Die Stimulation der unreifen dendritischen Zellen kann
durch zahlreiche Faktoren erfolgen, die entweder mit den Antigenen aufgenommen werden
oder in der lokalen Umgebung vorliegen. So führen z.B. LPS114, bakterielle DNA115 oder
doppelsträngige RNA116, die bei der Infektion mit bakteriellen oder viralen Erreger auftre-
ten, zur Stimulation der dendritischen Zellen. Aber auch proinflammatorische Zytokinen
wie IL-1117 oder TNF-α118 in der Umgebung stimulieren die Differenzierung der unreifen
dendritischen Zellen. Moleküle wie IL-10 und TGF-β hemmen dagegen die Stimulation
der dendritischer Zellen119.
Die stimulatorischen Signale bewirken, daß die dendritischen Zellen aus den nicht-
lymphatischen Organen über die afferente Lymphe in die lokalen sekundären lympha-
tischen Organe wandern. Das Festsitzen in den Lymphknoten wird auch als homing
bezeichnet, da sich in vivo markierte, unreife dendritische Zellen nach ihrer Migration in
den Lymphknoten wiederfinden lassen120. Für diese Wanderung sind insbesondere
Adhäsionsmoleküle und spezielle Chemokinrezeptoren, wie CCR-7, von Bedeutung121.
Die in der afferenten Lymphe auffindbare Population von dendritischen Zellen bezeichnet
man aufgrund ihrer Morphologie als veiled cells, weil diese Zellen schleierhafte
Membranausstülpungen aufweisen.
Gleichzeitig mit der Migration zu den lokalen sekundären lymphatischen Organen kommt
es zu deutlichen Veränderungen der Morphologie, des Phänotyps und der Funktion der
Zellen, die als Reifung der dendritischen Zellen bezeichnet werden. So nimmt die Fähig-
keit der Zellen zur Antigenaufnahme (1.3.3) durch die Abnahme des Expressionsniveaus
der beteiligten Rezeptoren und durch die Verringerung der Reorganisation des Zytoskeletts
für die Phagozytose deutlich ab. Parallel zur Reduktion der Antigenaufnahme und Prozes-
sierung (1.3.5) gelangen verstärkt mit prozessiertem Antigen-beladene MHC I/II-Moleküle
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sowie kostimulatorische Moleküle wie CD80 und CD86, aber auch Adhäsionsmoleküle
(wie z.B. CD58) an die Zelloberfläche der dendritischen Zellen, die zur Stimulation naiver






Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Differenzierung dendritischer Zellen. Erläuterung siehe Text.
Die sukzessive Reifung der dendritischen Zellen setzt sich in den sekundären lympha-
tischen Organen weiter fort. Durch die Interaktion der dendritischen Zellen mit den
T-Lymphozyten kann es zu einer terminalen Differenzierung der dendritischen Zellen
kommen. Vermittelt wird diese Interaktion u.a. durch die Bindung bestimmter Rezep-
tor/Ligandenpaare wie CD40/CD40L, RANK/RANKL und anderer Mitglieder der TNF-
bzw. TNFR-Superfamilie (siehe 1.4). Durch die Verbindung dieser Moleküle erhalten die
dendritischen Zellen weitere Differenzierungssignale, die zu einer Steigerung ihrer immun-
stimulatorischen Kapazität führen. So konnte neben einer verstärkten Expression von
CD80 und CD86 auch die Produktion größerer Mengen an Zytokinen, wie IL-12, IL-1, und
IL-6, nachgewiesen werden122-126. Aber auch ein anti-apoptotischer Effekt auf die den-
dritischen Zellen konnte durch die Verbindung der TNF/TNFR-Paare gezeigt werden,
wodurch die Dauer und Effizienz der T-Zellaktivierung verbessert werden kann (1.4).
1.3.5 Antigenprozessierung
Die Prozessierung der aufgenommenen Antigene in Peptidfragmente zur Beladung von
MHC I- und MHC II-Molekülen erfolgt auch in dendritischen Zellen getrennt voneinander.
Die Beladung der MHC II-Moleküle erfolgt mit Peptidfragmenten, die aus exogenen,
durch Endozytose aufgenommenen Antigenen prozessiert wurden. Die mit Peptidfrag-
menten-beladenen MHC II-Moleküle dienen zur Aktivierung der CD4+-Helfer-T-Lympho-
zyten. Für Aktivierung von zytotoxischen CD8+-T-Lymphozyten (CTLs), die besonders
für die Eliminierung von viralen Infektion und Tumorzellen von Bedeutung sind3,44 dienen
mit Peptidfragmente-beladene MHC I-Moleküle. Normalerweise werden die MHC I-
Moleküle mit Peptidfragmenten beladen, die aus endogen synthetisierten und prozessierten
Antigen stammen127,128. In dendritischen Zellen existiert aber auch ein spezieller
Einleitung 13
Mechanismus zur Beladung von MHC I-Molekülen mit Peptidfragmenten aus Antigenen
exogener Natur127,128.
Die durch Endozytosevorgänge aufgenommenen Antigene (1.3.3) exogener Natur werden
zu speziellen lysosomalen Kompartimenten transportiert. Diese multilamellaren, multive-
sikulären Kompartimente enthalten eine hohe Anzahl von MHC II-Molekülen, und dienen
zu deren Beladung88,129, weshalb sie auch als MHC II-Kompartimente bezeichnet werden.
Die Proteine werden in den Kompartimenten durch saure Hydrolasen, Proteasen, Lyasen
usw. zu Peptidfragmenten mit einer Länge von 12 bis 20 Aminosäuren degradiert. Durch
die hohe Dichte an MHC II-Molekülen in der Plasmamembran der dendritischen Zellen
werden während der Endozytose auch viele MHC II-Moleküle mitgerissen. Im sauren
Milieu des lysosomalen MHC II-Kompartiments verlieren die mitgerissenen MHC II-
Moleküle ihre bisherigen Peptidfragmente und können daher mit neuen Peptidfragmenten
beladen werden130. Die Beladung der MHC II-Moleküle findet während des Rücktrans-
ports zur Plasmamembran statt. Nach der Verschmelzung mit der Plasmamembran können
die MHC II/Peptid-Komplexe mit den TCR der CD4+ T-Helferzellen interagieren.
Die Beladung der MHC I-Moleküle erfolgt normalerweise durch den klassischen endoge-
nen Prozeß, in dem endogen synthetisierte Antigene prozessiert werden. Es existiert aber
auch ein exogener Prozeß zur Beladung der MHC I-Moleküle mit prozessierten Antigenen
exogener Natur127,128. Bei dem klassischen endogenen Prozessierungsvorgang werden die
intrazellulären Proteine im Zytosol zuerst mit Ubiquitin markiert und anschließend durch
Proteasomen in Peptidfragmente mit einer Länge von 8 bis 10 Aminosäuren gespalten131.
Die entstandenen Peptidfragmente werden durch ATP-abhängige Transportersysteme
(TAP-1/2 Transporter) in das Endoplasmatische Reticulum (ER) befördert, wo die dort
synthetisierten MHC I-Moleküle mit ihnen beladen werden. Erst die Bindung des Peptid-
fragmentes ermöglicht die korrekte Faltung der MHC I-Moleküle. Dies induziert die Frei-
setzung des MHC I/Peptid-Komplexes vom Calnexin, das unbeladene MHC I-Moleküle im
Lumen des ER zurückhält. Die korrekte Konformation und die anschließende Freisetzung
vom Calnexin sind die Voraussetzungen für den Transport der MHC I/Peptid-Komplexe
zur Plasmamembran. An der Zelloberfläche können die MHC I/Peptid-Komplexe mit den
TCR der CTLs interagieren. Durch die Präsentation von Peptidfragmenten intrazellulärer
Antigene auf den MHC I-Komplexen unterliegt die Zelle einer ständigen Kontrolle durch
CTLs, da im Falle einer Infektion der Zelle mit einem Virus neben den Peptidfragmenten
zellulären Ursprungs auch virale Peptidfragmente auf den MHC I-Komplexen präsentiert
werden können.
Der exogene Prozeß der Antigenprozessierung zur Beladung der MHC I-Moleküle wird
auch als Crosspräsentation bzw. crosspriming104,132 bezeichnet und stellt eine Ausnahme
vom Dogma der Antigenprozessierung. Mit Crosspräsentation ist die Beladung von
MHC I-Molekülen mit Peptidfragmenten gemeint, die von exogenen Antigenen stammen
und nicht wie im klassischen Prozeß endogener Natur sind. Hierbei gelangen die mittels
Endozytose aufgenommenen Proteine bzw. bereits degradierte Peptidfragmente aus den
lysosomalen Kompartimenten ins Zytosol133. Vom Zytosol könnten auch die Peptid-
fragmente von Antigenen exogener Natur über den TAP-Transporter ins Lumen des ER
befördert werden und dort auf MHC I-Moleküle geladen werden134. Nach dem Transport
der MHC I/Peptid-Komplexe zur Plasmamembran können auch Antigene exogener Natur
Einleitung 14
zur Aktivierung von CTLs führen. Dieser spezielle Prozeß der Antigenprozessierung und
Aktivierung von CTLs gegen exogene Antigene findet nur in dendritischen Zellen statt104.
Crosspriming ist für die Aufgabe der dendritischen Zellen als Initiatoren primärer
Immunantworten sowie als Initiatoren der zentralen und peripheren Toleranz der
Immunsystems gegenüber Antigenen von großer Bedeutung135,136, da es die Präsentation
von exogenen Antigenen auf MHC I-Komplexen ermöglicht. Durch diesen Prozeß sind
dendritische Zellen auch in der Lage Antigene von fremden Zellen, wie z.B. apoptotischen
Zellen, CTLs zu präsentieren109.
1.3.6 Aktivierung von T-Lymphozyten
Dendritische Zellen sind unter den professionellen APCs die effektivsten Stimulatoren79-81,
was vermutlich auf die 10- bis 100-fach höhere Dichte an MHC I/II-Komplexen und
kostimulatorischen Molekülen auf ihrer Zelloberfläche im Vergleich zu B-Lymphozyten
oder Monozyten zurückzuführen ist137. Die Aktivierung naiver T-Lymphozyten erfolgt in
den lymphatischen Organen und erfordert die direkte Zell-Zell-Interaktion dendritischer
Zellen mit T-Lymphozyten138. Eine effiziente Aktivierung der naiven T-Zellen führt zu
deren Proliferation und Expansion mit anschließender Differenzierung in Effektorzellen
und Gedächtniszellen (memory T-Zellen). Nur das Durchlaufen des gesamten Aktivie-
rungsprozesses ermöglicht die Induktion einer zellulären adaptiven Immunantwort.
Für die Aktivierung von T-Lymphozyten sind zwei unabhängige Signale notwendig139. Die
spezifische Erkennung von MHC/Peptid-Komplexen auf der Oberfläche der dendritischen
Zellen durch den TCR auf der Oberfläche von Lymphozyten liefert das erste Signal (Abb.
1.4). Diese Ligation führt in den T-Zellen durch den TCR-CD3-Komplex zu einer
Aktivierung intrazellulärer Tyrosinkinasen der Src-Familie, die wiederum eine intra-
zelluläre Phosphorylierungskaskade in den Lymphozyten aktivieren. Dieses Signal allein
reicht aber noch nicht zur Stimulation der T-Zellen aus. Es wurde sogar gezeigt, daß die
alleinige Ligation des TCR die Anergie von T-Lymphozyten zur Folge haben kann, was
zur Induktion einer Toleranz gegenüber ein auf den MHC-Komplex präsentierten Peptid
führen kann.
Das zweite Signal für die Aktivierung von T-Lymphozyten stammt aus der Verbindung
von kostimulatorischen Molekülen (1.4, Abb. 1.4). Dieses zweite, vom Antigen unabhän-
gige Signal wird deshalb auch als kostimulatorisches Signal bezeichnet140. Gerade in den
letzten Jahren nahm die Zahl an identifizierten kostimulatorischen Molekülen (1.4), wie in
den Übersichtsartikeln von Chambers141, Pardoll68 und Kwon et al.142 dargestellt, deutlich
zu. Das klassische Beispiel kostimulatorischer Moleküle sind CD80 und CD86, die beide
zur B7-Familie gehören und in dendritischen Zellen exprimiert werden und mit CD28 auf
der Oberfläche von T-Lymphozyten interagieren143. Die Bindung von CD28 mit CD80
oder CD86 führt zur Übertragung des Signals auf intrazellulär assoziierte Lck-Tyrosin-
kinasen, die wie die Scr-Kinasen, Phosphorylierungskaskaden in den Lymphozyten
einleiten. Durch das Zusammenspiel der durch das kostimulatorische Signal ausgelösten
Phosphorylierungskaskade mit der des ersten Signals kommt es zur Proliferation und
Aktivierung der T-Lymphozyten.
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Für die Aktivierung der naiven T-Zellen sind neben MHC-Molekülen und kostimula-
torischen Molekülen aber auch Adhäsionsmoleküle von Bedeutung, da sie für die
Ausbildung der Zellcluster zur Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen
verantwortlich sind144. Adhäsionsmoleküle, wie CD54 (ICAM-1), CD58 (ICAM-3) oder
CD11a (LFA-1), werden benötigt, um den Zellkontakt zwischen dendritischen Zellen und
T-Zellen zu stabilisieren und die Dauer der Zell-Zell-Interaktion zu verlängern. Dies ist
von Bedeutung, da der TCR wegen seiner Struktur nur eine geringe Affinität zum
jeweiligen MHC-Komplex aufweist. Die Adhäsionsmoleküle sind für die Stimulation der
T-Lymphozyten von Bedeutung, jedoch nicht am Signaltransduktionsprozeß beteiligt.
Es wurde gezeigt, daß einige hundert MHC/Peptid-Komplexe bis zu 20.000 T-Zellrezep-
toren auf der Zelloberfläche von T-Lymphozyten aktivieren können145. Die gleichzeitige
Verbindung der kostimulatorischen Moleküle CD80/CD86 mit CD28 führt zur deutlichen
Verstärkung des Aktivierungssignal, da die Anzahl der zu aktivierenden T-Zellrezeptoren
zur Stimulation der T-Zellen durch die lokale Zunahme an Kinasen und anderen Kompo-
nenten des Signaltransduktionsprozesses reduziert ist146. Die Verbesserung der Aktivierung
von T-Zellen durch kostimulatorische Moleküle ist daher für den therapeutischen Nutzen
einer Immuntherapie interessant (1.3.8, 1.4). Die intensive Interaktion zwischen
dendritischen Zellen und T-Zellen führt neben der Aktivierung der T-Lymphozyten aber
auch zu einer Aktivierung und terminalen Differenzierung der dendritischen Zellen (1.3.4).
1.3.7 In vitro Kultivierung und Charakterisierung von murinen
dendritischen Zellen
Aufgrund der niedrigen Anzahl von dendritischen Zellen im Gewebe, wurde seit ihrer
ersten Identifikation an Anreicherungs- und Kultivierungsverfahren gearbeitet. Inzwischen
gibt es bei der Maus verschiedene Möglichkeiten zur Gewinnung von dendritischen Zellen,
wobei bei den meisten Verfahren die Stimulation mit granulocyte-macrophage colony
stimulating factor (GM-CSF) eine zentrale Rolle spielt147,148. Die Charakterisierung der
dendritischen Zellen erfolgt unter anderem durch die Analyse der Expression bestimmter
Oberflächenmoleküle. Ein isolierter spezifischer Marker, der nur murine dendritische
Zellen aller Reifungsstadien erkennt, existiert nicht, weshalb die Expression von CD11c
als spezifischer Marker dient149. Da CD11c auch auf einzelnen Subpopulationen von
Lymphozyten vorkommt150, werden Kombinationen von Oberflächenproteinen analysiert.
Neben der eindeutigeren Charakterisierung durch zusätzliche Oberflächenmarker können
aber auch Informationen über den Differenzierungsgrad der dendritischen Zellen gewon-
nen werden. So exprimieren unreife dendritische Zellen in hohem Maße die für die
Antigenaufnahme benötigten Fcγ-Rezeptoren151,152. Dagegen werden die MHC I/II-
Moleküle in unreifen dendritischen Zellen nur schwach bis mäßig exprimiert153, ebenso
wie die kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 sowie CD40154-156. Durch die
Differenzierung der unreifen dendritischen Zellen (1.3.1) ändert sich auch die Expression
einiger Oberflächenmoleküle. Die Expression der Fcγ-Rezeptoren wird in reifen
dendritischen Zellen verringert, wohingegen die Expression von MHC I, MHC II, CD80,
CD86 und CD40 zunimmt156.
Die in vitro Kultivierungsmethode, welche die höchsten Ausbeuten verspricht, ist die
Isolierung und Kultivierung von Knochenmarkszellen für sechs bis acht Tage110,157. In der
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Literatur wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen von GM-CSF mit und ohne
Interleukin 4 (IL-4) gearbeitet; auch die Kultivierungszeiten variieren. Bisher konnte mit
keinem dieser Protokolle eine völlig homogene Population von murinen dendritischen
Zellen gewonnen werden. Die Zugabe von IL-4 führte zu einer mikroskopisch
homogeneren Population von dendritischen Zellen, die sich jedoch in der Expression von
MHC II unterscheidet.
Eine Weiterentwicklung des Standardprotokolls von Inaba et al.129, zur Gewinnung
muriner dendritischer Zellen aus Knochenmarksvorläuferzellen, stellt das Protokoll von
Lutz et al.158 dar. Durch die verlängerte Kultivierungsdauer von acht bis zwölf Tagen, die
geringere Zelldichte, die Reduzierung der GM-CSF-Dosis ab Tag 10 sowie die fehlende
Depletion von Erythrozyten und Lymphozyten wurden dendritische Zellen mit einer Rein-
heit von bis zu 95% generiert. Die Zellkulturen an den Tagen 10 bis 12 stellten ein hetero-
gene Population aus unreifen und reifen dendritischen Zellen dar. In der Arbeit von Lutz et
al.158 wurde die Charakterisierung anhand der Stärke der MHC II-Expression, dem
Vorhandensein von CD11c und dem Nachweis der kostimulatorischen Moleküle CD80,
CD86 und CD40 sowie des Adhäsionsmoleküls CD54 vorgenommen. Reife dendritische
Zellen wurden dadurch definiert, daß sie große Mengen an MHC II und an kostimula-
torischen Molekülen exprimierten. Eine weitere Ausreifung der Zellen konnte durch den
Zusatz von LPS oder TNFα induziert werden. Allerdings ist dieser Schritt nicht unbedingt
notwendig, da auch ohne weitere Ausreifung eine effektive Immunantwort induziert
werden kann159.
1.3.8 Immuntherapie mit dendritischen Zellen
Der immuntherapeutische Einsatz von ex vivo generierten dendritischen Zellen zielt darauf
ab, die dendritischen Zellen so zu verändern, daß sie spezifische Antigene prozessieren und
als MHC/Peptid-Komplexe auf ihrer Zelloberfläche präsentieren. Es ist gezeigt worden,
daß dendritische Zellen, die Tumorantigene präsentieren, äußerst potent zytotoxische T-
Zellen aktivieren können160. Für den immuntherapeutischen Einsatz von dendritischen
Zellen stehen zahlreiche ex vivo Methoden zur Beladung mit den Antigenen (Pulsen) zur
Verfügung. Die einfachste Methode stellt das Pulsen der dendritischen Zellen mit tumor-
spezifischen Peptiden dar161. Dieser Ansatz mit tumorspezifischen Antigenen ist jedoch
nur in seltenen Fällen möglich, da für viele Tumore keine spezifischen Antigene
beschrieben sind162, und die Gefahr besteht, daß sich Tumore durch Mutationen in den
spezifischen Antigenen dem immunologischen Angriff entziehen. Das Pulsen mit tumor-
spezifischen Peptiden bewirkt die extrazelluläre Bindung an MHC Klasse I-Molekülen auf
der Zelloberfläche. Ein weiterer Nachteil ist die erforderliche Kenntnis über die
präsentierten Peptidfragmente und deren Bindung an MHC-Moleküle, weshalb diese
Methode nicht bei Patienten mit unterschiedlichen MHC-Typen angewendet werden kann.
Durch das Pulsen mit tumorspezifischen Proteinen163, können auch noch unbekannte anti-
gene Determinanten im Protein berücksichtigt werden, weshalb es sich auch bei Patienten
mit unterschiedlichen MHC-Typen eignet164. Beim Pulsen mit Tumorlysaten165 wird das
gesamte Repertoire an potentiellen Antigenen einer Tumorzelle genutzt, erfordert aber die
operative Gewinnung größerer Mengen von Tumormaterial bzw. dessen Vermehrung
in vitro166. Auch die Fusion von dendritischen Zellen mit Tumorzellen167 ist möglich. Die
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komplexe Zusammensetzung der Tumorlysate stellt aber auch einen Nachteil dar, da auch
viele Antigene von gesunden Zellen in den Tumorlysaten enthalten sind, wodurch theore-
tisch die Möglichkeit zur Induktion einer Autoimmunität besteht168.
Eine weitere ex vivo Methode zum Pulsen von dendritischen Zellen, die sich für
unterschiedliche MHC-Typen und sich auch für unbekannte Antigene eignet, ist die
Transduktion von DNA169 oder RNA170, welche entsprechende Antigene codiert. Bei der
Verwendung von tumorspezifischer mRNA (oder cDNA) reicht die Entnahme weniger
Tumorzellen, deren mRNA amplifiziert werden kann. Die DNA bzw. RNA wird aufge-
nommen, exprimiert, die resultierenden Proteine prozessiert und auf MHC-Molekülen
präsentiert. Eine tumorspezifische RNA kann durch subtraktive Hybridisierung mit RNA
aus gesundem Gewebe angereichert werden, um die Konzentration nicht-tumorspezifischer
Antigene zu senken171. Durch die über einen längeren Zeitraum andauernde Expression der
Antigene bei einer genetischen Modifikation sollte die Präsentation der tumorspezifischen
Peptide im Vergleich zum Pulsen mit Peptid bzw. Protein über einen längeren Zeitraum
erfolgen172, da der natürlichen Metabolismus der MHC-Moleküle zeitlich limitiert ist. Ein
Nachteil der ex vivo genetischen Modifikation von dendritischen Zellen ist die geringe
Effizienz des Transfers. Da sich dendritische Zellen durch physikalische, nicht-virale
Systeme nicht effizient transfizieren lassen173, wurden virale Vektoren etabliert, wobei
adenovirale Vektoren (1.5) sich als sehr gute Vektoren für den Gentransfer in dendritische
Zellen erwiesen. Unabhängig vom Ursprung der dendritischen Zellen wurden Effizienzen
zwischen 80 und 100% beschrieben sowie die Initiation einer spezifisch gegen das Antigen
gerichteten Immunantwort dokumentiert174-177.
Ein mögliches Konzept einer Immuntherapie mit genetisch modifizierten dendritischen
Zellen zeigt Abb. 1.3. Die Strategie läßt sich folgendermaßen zusammenfassen: Von einem
Patienten ohne effektive Immunantwort gegen einen Tumor oder ein Pathogen werden
durch in vitro Kultivierungsmethoden dendritische Zellen gewonnen. Im nächsten Schritt
werden die dendritischen Zellen ex vivo z.B. durch adenovirale Vektoren (1.5) genetisch
modifiziert, so daß sie therapeutisch anwendbare Antigene exprimieren. Die exprimierten
tumorspezifischen bzw. mit dem Virus-assoziierten Antigene werden in den dendritischen
Zellen prozessiert und auf MHC I/II-Molekülen dem Immunsystem präsentiert. Durch den
Einsatz von multicistronischen Expressionskassetten oder durch die Koinfektion mit
Vektoren, die unterschiedliche Antigene codieren, können auch mehrere spezifische
Antigene gleichzeitig in den dendritischen Zellen exprimiert werden, um die Effizienz der
Therapie zu erhöhen bzw. die Gefahr zu verringern, daß der Tumor durch Mutation von
Einzeldeterminanten der Immunantwort entkommt. Nach der Immunisierung mit den
genetisch modifizierten dendritischen Zellen soll im Patienten durch die Aktivierung,
Expansion und Differenzierung spezifischer T-Zellen zu Effektorzellen eine effektive
Immunantwort initiiert werden, die zu einer gezielten Eliminierung des Tumor bzw. Virus
führt.
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Abb. 1.3:  Schema einer Immuntherapie mit dendritischen Zellen
Besonders vielversprechend sieht der therapeutische Erfolg von Krebsvakzinen bei Virus-
assoziierten Tumoren wie z.B. dem Zervixkarzinom (1.1) aus178. In den Fällen, in denen
der Tumor nicht auf einen Virus beruht, müssen aber mögliche Nachteile einer Immunthe-
rapie, wie die Schädigung von gesundem Gewebe durch Autoimmunität, beachtet
werden179. Vielleicht wäre bei diesen Tumoren ein gewisser Grad an Autoimmunität der
Preis für eine effektive therapeutisch wirksame Immuntherapie.
Bei einer Immuntherapie mit genetisch modifizierten dendritischen Zellen (Abb. 1.3)
bleiben zwei Probleme bestehen: Erstens müssen spezifische Antigene identifiziert werden,
gegen die eine Immunantwort induziert werden soll. Das zweite Problem ist die Induktion
einer effektiven Immunantwort in einer Situation, in der das Immunsystem möglicherweise
durch die Strategien des Tumors, der Immunüberwachung zu entgehen, tolerant oder anerg
gegen die relevanten Antigene ist, so daß keine effektive Immunantwort ausgelöst werden
kann. Um die immunologische Toleranz oder Ignoranz zu durchbrechen und eine effektive
Immunantwort zu erzeugen, muß die bereits vorhandene immunstimulatorische
Eigenschaft der dendritischen Zellen weiter verbessert werden. Durch die gezielte
Verwendung von kostimulatorischen Signalen, wie z.B. durch den Transfer von Genen für
Mitglieder der TNF- bzw. TNFR-Superfamilie (1.4) zusätzlich zum Antigen, könnte die
stimulatorische Eigenschaft der dendritische Zellen weiter gesteigert werden.
1.4 Tumor-Nekrosis-Faktor- (TNF-) Superfamilie und TNF-
Rezeptor- (TNFR-) Superfamilie
Für die Initiation einer zellulären T-Zellantwort ist die Interaktion zwischen professio-
nellen Antigen-präsentierenden Zellen, wie z.B. dendritischen Zellen, und T-Zellen von
großer Bedeutung. Diese Interaktion beruht auf einer Vielzahl von unterschiedlichen
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Membran-assoziierten Molekülen bzw. Rezeptoren, so daß praktisch alle Signale, die eine
T-Zelle erhält, von der Zellmembran ausgehen. Wie bereits unter 1.3.6 beschrieben, sind
für die Aktivierung von naiven T-Lymphozyten zwei unabhängige Signale notwendig139.
Das erste Signal erhalten die T-Lymphozyten nach der spezifischen Erkennung von
MHC/Peptid-Komplexen auf der Oberfläche der dendritischen Zellen durch ihren
T-Zellrezeptor (TCR) (Abb. 1.4). Das zweite Signal stammt aus der Interaktion von
kostimulatorischen Rezeptor/Liganden-Molekülen. Es dient vor allem der qualitativen und
quantitativen Kontrolle der Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen. Anfang der
90er Jahre wurde CD28 als erstes kostimulatorische Molekül auf T-Lymphozyten
entdeckt180,181. Die Bindung von CD28 mit CD80 (B7-1) oder CD86 (B7-2), die beide zur
B7-Familie gehören und in dendritischen Zellen exprimiert werden, stellt das klassische
Beispiel für kostimulatorische Signale dar (Abb. 1.4). In den letzten Jahren wurden eine
Vielzahl von weiteren kostimulatorischen Signalen identifiziert, die bei der Interaktion von
dendritischen Zellen mit T-Lymphozyten von Bedeutung sind und einen Effekt auf die
Immunantwort haben68,141,182. Wegen des positiven Effekts auf die Immunantwort sind die
kostimulatorischen Signale besonders interessant zur Verbesserung der Immunisierungs-
effizienz von dendritischen Zellen in Immuntherapien68. Durch den gezielten Einsatz
kostimulatorischer Signale soll das stimulatorische Potential der dendritischen Zellen
optimiert werden.
Die kostimulatorischen Signale können in drei Gruppen unterteilt werden: B7-Familie,
TNFR- bzw. TNF-Superfamilie und Zytokine. Die zentrale Rolle der Mitglieder der
B7-Familie und ihrer Liganden sowie der Zytokine soll im Rahmen dieser Einleitung nicht
näher betrachtet werden und es sei auf umfassende Übersichtsartikel verwiesen68,141,182.
Die TNFR- und TNF-Superfamilie sind eine ständig wachsende Gruppe von Transmem-
branmolekülen142. Bereits sehr früh wurde der Einfluß der TNF/TNFR-Paare auf die
Differenzierung, Proliferation und Apoptose von Zellen entdeckt183. Die Mitglieder der
TNF-Superfamilie (z.B. TNF, CD40L, RANKL, 4-1BBL, Ox40L und FasL) sind trimere
Transmembranproteine vom Typ II (Abb. 1.4, Abb. 3.11). Sie kommen Membran-
assoziiert oder nach proteolytischer Spaltung als lösliche Proteine vor, wobei beide Formen
aktiv sind184. Die trimeren Proteine der TNFR-Superfamilie sind Transmembranproteine
vom Typ I und werden nach ihrer intrazellulären Domäne in zwei Subgruppen unterteilt:
Die TNFR-Subgruppe mit Fas und TNFR1 enthält eine death domain (DD) in der
intrazellulären Domäne und die Mitglieder werden auch als death receptors bezeichnet, da
ihre Aktivierung über spezielle Adaptermoleküle und Caspase-8 zur Apoptose der Zelle
führen184. Dagegen enthalten z.B. CD40, RANK (receptor activator of NF-κB), 4-1BB und
Ox40, die zur zweiten TNFR-Subgruppe, gehören keine DD und induzieren über Signal-
transduktionsketten mit diversen TNF-assoziierten Faktoren (TRAFs) die Aktivierung des
nukleären Faktors κB (NF-κB) und der c-Jun-N-terminalen-Kinase (JNK), was die
Proliferation und das Überleben der Zellen fördert184,185. Das Expressionsprofil der
TNF/TNFR-Paare142 sowie ihre Bedeutung bei der Regulation des Immunsystems,
einschließlich der Aktivierung von T-Zellen und dem Überleben von dendritischen Zellen,
deutet auf einen besondere Bedeutung dieser Rezeptor/Ligandenpaare bei der Interaktion
zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen, und damit auf einen unmittelbaren Einfluß
auf die T-Zell-vermittelte Immunantwort hin182. Somit könnten einige TNF/TNFR-Paare
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zur Verbesserung des therapeutischen Nutzens einer Immuntherapie mit dendritischen
Zellen führen, was eine eingehendere Untersuchung rechtfertigt.
In den folgenden Kapiteln soll die besondere Bedeutung der TNF/TNFR-Paare
CD40/CD40L, RANK/RANKL und 4-1BB/4-1BBL auf das Immunsystem, speziell
dendritische Zellen und T-Zellen, erläutert werden.
Abb. 1.4: Schematische Übersicht der Interaktion zwischen professionellen APC und T-Zellen zur
Aktivierung von T-Zellen und Initiation einer T-Zellimmunantwort. Erläuterung siehe Text.
Modifiziert aus Pardoll68.
1.4.1 Effekt von CD40/CD40L auf dendritische Zellen und T-Zellen
Das bekannteste und am besten untersuchte TNF/TNFR-Paar mit Einfluß auf die zelluläre
Immunantwort sind CD40 und CD40L186. CD40 wird sowohl in unreifen und reifen
dendritischen Zellen als auch in anderen professionellen APCs (B-Lymphozyten und
Makrophagen) exprimiert (siehe Abb. 1.4). Die Expression von CD40 kann unter
bestimmten Bedingungen, wie z.B. einer lokalen Entzündungsreaktion, auch in Endothel-
zellen induziert werden. Nach Stimulation mit dem spezifischen Antigen wird die
Expression von CD40L in aktivierten CD4+-T-Lymphozyten induziert124, jedoch kann
CD40L auch in anderen Zelltypen nachgewiesen werden. Dieses relative breite
Expressionsprofil deutet darauf hin, daß die Funktion von CD40/CD40L nicht nur auf
dendritische Zellen und T-Zellen beschränkt ist. So sind CD40/CD40L für die
T-Zellabhängigen B-Zellantworten, wie Bildung von Keimzentren, Isotyp-Umschaltung
und Affinitätsreifung, von großer Bedeutung187,188.
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Während der Interaktion von dendritischen Zellen mit CD40L-exprimierenden CD4+-T-
Zellen, beeinflußt die CD40/CD40L-Stimulation den Differenzierungszustand der
dendritischen Zellen, indem es die Expression von Adhäsionsmolekülen, wie CD58, und
der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 erhöht189,190. Aber auch die Anzahl der
MHC/Peptid-Komplexe auf der Zelloberfläche der dendritischen Zellen wird durch
CD40/CD40L induziert, ebenso wie ein anti-apoptotischer Effekt durch die Induktion des
Apoptose-Suppressors Bcl-xL
69,76. Die Produktion von Zytokinen, wie IL-8 und IL-12, in
dendritischen Zellen wird durch CD40/CD40L aktiviert.
Wegen dieser positiven Effekte der CD40/CD40L-Stimulation auf die dendritischen Zellen
wird sie in vielen in vitro Kultivierungsprotokollen als Differenzierungsstimulus genutzt,
um reife, stimulatorische dendritische Zellen zu generieren. Daß der Effekt von
CD40/CD40L auch zu einer Verbesserung des immunstimulatorischen Potentials der den-
dritischen Zellen führt, konnte anhand der Erhöhung der induzierten zytotoxischen
T-Zellantworten gezeigt werden122,191,192. Auch die Aktivierung und Expansion von
CD4+-T-Lymphozyten ist von CD40/CD40L abhängig193. Der therapeutische Nutzen von
CD40/CD40L für immuntherapeutische Ansätze konnte bereits in zahlreichen Studien
untersucht werden. Dabei wurde demonstriert, daß CD40/CD40L die Effizienz von anti-
tumoralen Vakzinen erhöht und sogar eine tumorspezifische T-Zelltoleranz durchbrechen
kann194,195.
1.4.2 Einfluß von RANK/RANKL auf dendritische Zellen und T-Zellen
RANK (receptor activator of NF-κB) wurde aus einer dendritischen cDNA Bibliothek
identifiziert und weist innerhalb der TNFR-Superfamilie die höchste Homologie zu CD40
auf196. Es ist ebenfalls bekannt als ODF-R (Rezeptor des osteoclast differentiation factor,
ODF) bzw. TRANCE-R (Rezeptor von TNF-related activation-induced cytokine,
TRANCE). Detailiertere Analysen zeigten eine ubiquitäre Expression der RANK mRNA
in dendritischen Zellen, während die Lokalisation des Rezeptors auf der Zelloberfläche nur
in reifen dendritischen Zellen erfolgt197. Der Ligand von RANK (RANKL) konnte nach
Bindung an den Rezeptor nachgewiesen werden und gehört zur TNF-Superfamilie196. Die
Expression von RANKL ist auf T-Zellen, T-Zellinien und lymphoiden Geweben restrin-
giert und kann nach Stimulation des T-Zellrezeptors in aktivierten CD4+- und CD8+-T-
Lymphozyten induziert werden124. Dieses spezielle Expressionsprofil von RANK/RANKL
deutet auf eine wichtige Rolle dieses TNF/TNFR-Paares bei der Interaktion zwischen
dendritischen Zellen und T-Zellen (siehe Abb. 1.4) und damit auf einen unmittelbaren Ein-
fluß auf die T-Zell-vermittelte Immunantwort hin. Die zentrale Bedeutung von
RANK/RANKL bei der Osteogenese soll im Rahmen dieser Einleitung nicht näher
betrachtet werden und es sei auf einem umfassenden Übersichtsartikel verwiesen198.
Die Aktivierung von RANK auf dendritischen Zellen durch den auf T-Zellen exprimierten
Liganden RANKL induziert die Expression der Zytokine (IL-12, IL-15, IL-1, IL-6),
wodurch die Aktivierung von T-Zellen verbessert werden kann124. Auch die Initiation der
Apoptose wird in dendritischen Zellen inhibiert, da nach der Bindung von RANKL an
RANK über diverse TRAFs die Signaltransduktion zur Aktivierung von NF-κB und JNK
erfolgt199-202. Der anti-apoptotische Effekt von RANK/RANKL auf dendritische Zellen
steht im direkten Zusammenhang mit der Induktion der Expression von Bcl-xL, einem
Einleitung 22
bekannten Apoptose-Suppressor203. Dagegen wird durch RANK/RANKL der Differenzie-
rungsgrad der dendritischen Zellen nicht verändert, da die Expressionsintensitäten der
kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 und anderer Oberflächenproteine (MHC II,
CD54) unverändert bleiben197. Der anti-apoptotische Effekt von RANK/RANKL
ermöglicht eine verlängerte Interaktion zwischen der dendritischen Zelle und der T-Zelle,
die neben der Produktion von Zytokinen das immunstimulatorische Potential der Zellen
beeinflussen kann203. So konnte in vitro eine Steigerung der T-Zellaktivierung mit RANKL
behandelten dendritischen Zellen gezeigt werden196,197. Auch in vivo konnte die Überle-
bensrate der dendritischen Zellen durch RANK/RANKL erhöht werden und die durch die
dendritischen Zellen induzierte CD4+-T-Zellantwort sowie die Produktion der Zytokine
IFNγ und IL-4 gesteigert werden204.
Zwar besitzen RANK/RANKL keinen Einfluß auf die Proliferation oder das Überleben
von T- und B-Zellen203, es konnte jedoch aus knock-out Experimenten eine zentrale Rolle
von RANK/RANKL für die Lymphknoten-Organogenese und Lymphozytenentwicklung
nachgewiesen werden205. RANKL-/--Mäuse entwickelten zum einen schwere Defekte in
der frühen Entwicklung von T- und B-Lymphozyten, zum anderen fehlten ihnen sämtliche
Lymphknoten, während die Entwicklung dendritischer Zellen nicht beeinträchtigt
wurde205.
1.4.3 Einfluß von 4-1BB/4-1BBL auf dendritische Zellen und T-Zellen
Die Expression des TNFR-Superfamilienmitglieds 4-1BB wurde nach Stimulation des
T-Zellrezeptors in aktivierten CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten nachgewiesen206. Sein
Ligand 4-1BBL wird in Abhängigkeit vom Differenzierungsgrad in dendritischen Zellen
exprimiert207. Durch dieses Expressionsmuster mit dem TNFR-Molekül in T-Zellen hat die
4-1BB/4-1BBL-Stimulation im Gegensatz zu CD40/CD40L (1.4.1) und RANK/RANKL
(1.4.2) einen direkten Effekt auf die T-Zellpopulation (Abb. 1.4). So konnte durch
4-1BB/4-1BBL ein anti-apoptotischer Effekt in T-Zellen nachgewiesen werden, der im
direkten Zusammenhang mit der Induktion der Expression des Apoptose-Suppressors Bcl-
xL und IL-2 steht208. Die Aktivierung von 4-1BB durch 4-1BBL führt zur Steigerung
primärer und sekundärer CD4+- und CD8+-T-Zellantworten, der Entwicklung und
Aktivität von zytotoxischen T-Zellen sowie der anti-tumoralen Immunität209-212. Dieser
Effekt von 4-1BB/4-1BBL ist jedoch nicht auf die Modifikation der zytotoxischen
Kapazität der einzelnen T-Zellen zurückzuführen213. Im Rahmen immuntherapeutischer
Ansätze konnte die Effizienz von tumorspezifischen Peptid-Vakzinen durch die
Kombination mit agonistischen 4-1BB-spezifischen Antikörpern gesteigert und sogar die
immunologische Toleranz gegenüber Tumoren durchbrochen werden212. Die 4-1BB/
4-1BBL-Stimulation ist von besonderer Bedeutung für die T-Zellstimulation unter
limitierenden, suboptimalen Antigenbedingungen211. Wegen dieser Effekte wurden
4-1BB/4-1BBL für die Entwicklung effektiverer Vakzine attraktiv.
Durch die Entdeckung, daß 4-1BB auch in unreifen dendritischen Zellen exprimiert wird
und deren Differenzierung zu reifen dendritischen Zellen induziert214,215, hat 4-1BB/
4-1BBL als kostimulatorisches Signal an Bedeutung gewonnen, wie im Übersichtsartikel
von Kwon et al.216 zusammengefaßt ist. Das einzigartige Expressionsprofil von 4-1BB/
4-1BBL unterscheidet sie von allen anderen Mitgliedern der TNF/TNFR Superfamilie.
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Wie CD40 und RANK beeinflußt die Aktivierung von 4-1BB den Differenzierungszustand
der dendritischen Zellen, indem es die Produktion der Zytokine IL-6 und IL-12 sowie die
Zunahme der Expression der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 indu-
ziert214,215. Im Gegensatz zu CD40 und RANK, deren Liganden nur in T-Zellen exprimiert
werden, scheint die 4-1BB-Stimulation von unreifen dendritischen Zellen durch Zell-Zell-
Kontakte mit reifen 4-1BBL-exprimierenden dendritischen Zellen zu erfolgen215. Die
anschließende Differenzierung in reife dendritische Zellen ermöglicht wieder die
konventionelle 4-1BB/4-1BBL-Stimulation der T-Zellen215. Somit ermöglicht dieses
TNF/TNFR-Paar die Modifikation des Differenzierungsgrad der dendritischen Zellen ohne
die Interaktion mit T-Zellen. Ein solcher „autokriner“ Aktivierungsmechanismus der
dendritischen Zellen könnte neben der konventionellen 4-1BB/4-1BBL-Stimulation von
T-Zellen durch dendritischen Zellen von sehr großer Bedeutung für die Biologie der
dendritischen Zellen sowie der Regulation und Kontrolle des Immunsystems sein. Auf
Grund dieser möglichen Rolle von 4-1BB/4-1BBL für die Aufrechterhaltung sowie Dauer
einer spezifischen Immunantwort sind neue Erkenntnisse über dieses Rezeptor/Liganden-
paar auch für immuntherapeutische Ansätze wichtig.
1.4.4 Bedeutung der TNF/TNFR-Paare für die Immuntherapie
Die positiven Effekte der kostimulatorischen TNF/TNFR-Paare CD40/CD40L, RANK/
RANKL und 4-1BB/4-1BBL beruhen auf der Interaktion zwischen dendritischen Zellen
und T-Zellen (siehe Abb. 1.4). Neben der Anwesenheit des Antigens fördert insbesondere
die Expression kostimulatorischer Moleküle und die Produktion von Zytokinen, die das
Wachstum und die Differenzierung von T-Zellen beeinflussen, das stimulatorische Poten-
tial der dendritischen Zellen. Diese Eigenschaft der TNF/TNFR-Paare könnte die Fähigkeit
der dendritischen Zellen zur Aktivierung naiver tumorspezifischer T-Zellen bzw. anerger
oder toleranter T-Zellen im Falle einer immunologischen Toleranz gegenüber dem Tumor
verbessern und zur Entwicklung von Immuntherapien mit therapeutischen Nutzen führen.
Neben der Modifikation des Differenzierungszustands und der Produktion von Zytokinen
hat aber auch die anti-apoptotische Wirkung der TNF/TNFR-Paare einen positiven Effekt
auf die immunstimulatorische Eigenschaft der dendritischen Zellen. Durch den anti-
apoptotischen Effekt, der zur einem längeren Überleben der dendritischen Zellen führt,
wird auch die Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen verlängert und die
Möglichkeit zur Initiation einer effektiven Immunantwort verbessert196,197. Durch den anti-
apoptotischen Effekt von 4-1BB/4-1BBL auf T-Lymphozyten besteht auch die Möglich-
keit zur unmittelbaren Modifikation der Apoptose in T-Zellen208.
Die Tatsache, daß die Aktivierung eines TNF/TNFR-Paares die Expression der anderen
TNF/TNFR-Paare induziert196, deutet auf eine entscheidende Rolle der TNF/TNFR-Paare
in der Aktivierungskaskade für eine T-Zell-vermittelte Immunantwort hin. So reduziert die
Blockierung von RANK/RANKL nicht die Aktivierung von T-Zellen zu einem frühen
Zeitpunkt nach einer Virusinfektion, jedoch im späteren Verlauf der Infektion217. Für
RANK/RANKL konnte zudem gezeigt werden, daß sie eine CD40/CD40L-unabhängige
T-Zellantwort bei bestimmten viralen Infektionen hervorrufen217. Dies deutet auf die
Relevanz einzelner TNF/TNFR-Paare bei der Infektion mit unterschiedlichen Pathogenen
hin, jedoch scheint der Einfluß der TNF/TNFR-Paare auf einige Aspekte des
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Immunsystems komplexer zu sein, da der Verlust eines TNF/TNFR-Paares durch die
Funktion anderer Paare kompensiert werden kann 198.
Aufgrund der in diesem Kapitel beschriebenen Effekte von CD40/CD40, RANK/RANKL
bzw. 4-1BB/4-1BBL erscheint die Modifikation der stimulatorischen Eigenschaft der
dendritischen Zellen zur Verbesserung der Immunisierungseffizienz bei Antigenen, die nur
schwach immunogen sind bzw. gegen die eine immunologische Anergie oder Toleranz
vorliegt, vielversprechend.
1.5 Adenovirale Vektoren für den Gentransfer
Die Grundlagen aller gentherapeutischen Ansätze sind neben der Identifikation der
therapeutisch nutzbaren Gene, effiziente und reproduzierbare Gentransfersysteme, um die
Behandlung oder Prävention von Krankheiten zu ermöglichen. Es existieren dabei
grundsätzlich zwei Arten von Gentherapien, ex vivo oder in vivo. Bei den ex vivo Ansätzen
werden die Zielzellen außerhalb des Organismus modifiziert und dann in den Patienten
zurückgegeben. Bei der in vivo Methode wird der Vektor mit den therapeutischen Genen
direkt in das jeweilige Gewebe injiziert. Die ex vivo Methode ist auf leicht isolierbare
Zellen beschränkt und setzt eine erfolgreiche Reimplantation voraus. Sie hat im Vergleich
zu dem in vivo Transfer den Vorteil, daß sich das Problem der Spezifität des Gentransfers
nicht stellt und die potentiellen Gentransfermethoden effizienter sind.
Generell unterscheidet man bei den verfügbaren Methoden für den Gentransfer in
Mammalienzellen zwischen viralen und nicht-viralen Vektorsystemen. Bei allen Gentrans-
fermethoden ist das Einschleusen des gewünschten Gens in das Zielgewebe der
limitierende Schritt. Für die Entwicklung eines effizienten Gentransfersystem sind
verschiedene Gesichtspunkte zu berücksichtigen. So sollte das ausgewählte Vektorsystem
einen zielgerichteten und wirksamen Transfer des Transgens gewährleisten. Aber auch
andere Aspekte, wie die Dauer bzw. Effizienz der Expression des Transgens, mögliche
schädigende Einflüsse auf die transduzierte Zelle sowie Sicherheitsrisiken, sind von
Bedeutung für die Auswahl des Vektorsystems. Die nicht-viralen Gentransfersysteme, wie
die direkte Injektion der DNA, Elektroporation, die Verwendung von Genpistolen oder die
Anwendung von Liposomentechniken, besitzen den generellen Nachteil einer geringeren
Effizienz. Dagegen besitzen sie gegenüber viralen Systemen den Vorteil, daß sie nicht von
bekannten Pathogenen abgeleitet sind. Bei der Verwendung der effizienteren viralen
Systeme sind jedoch noch weitere Aspekte wie Toxizität, Immunogenität, Wirtsspektrum
sowie onkogene Wirkung oder die Integration in das Wirtsgenom von Bedeutung und
schränken die Anwendung bestimmter viraler Systeme für einige Problemstellungen ein.
Aus praktischen Gründen können zudem Sicherheitsfragen im Umgang mit viralen
Systemen, die Herstellung von viralen Vektoren in hohen Titern sowie die Qualitätskon-
trolle der produzierten Vektoren eine Rolle spielen. Aus diesem Grund konzentriert sich
die gegenwärtige Entwicklung sowie Weiterentwicklung viraler Systeme für gentherapeu-
tische Ansätze auf replikationsdefiziente Systeme, die sich von Retroviren, Adeno-
assoziierten Viren, Vakziniaviren, Herpesviren und Adenoviren ableiten218-221. Die
Auswahl eines bestimmten viralen Vektorsystems hängt dabei von den jeweiligen
biologischen Eigenschaften des Virus sowie der therapeutischen Anwendung ab.
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Replikationsdefiziente adenovirale Vektoren haben sich als sehr effiziente Vektoren für die
genetische Modifikation von dendritischen Zellen erwiesen174-177. Die folgenden
Abschnitte werden sich daher mit adenoviralen Vektoren sowie der Entwicklung eines
effizienten Systems zur Herstellung adenoviraler Vektoren für den Gentransfer in
dendritischen Zellen beschäftigen.
1.5.1 Biologie des Adenovirus
Die Kenntnisse über die Biologie der Adenoviren sind in einem Übersichtsartikel von
Shenk zusammengefaßt worden222.
Die Adenoviren, die beim Menschen akute Respirationserkrankungen verursachen, wurden
erstmals 1953 isoliert und charakterisiert223,224. Bis heute umfaßt die Familie der
Adenoviridae über 100 Mitglieder, die eine große Zahl von Zelltypen unterschiedlicher
Spezies infizieren können. Alle Adenoviren besitzen ein lineares doppelsträngiges
DNA-Genom (Abb. 1.6), das von einer icosahedralen Proteinhülle mit einen Durchmesser
von 70-100 nm (Abb. 1.5) umgeben ist. Beim Menschen sind zur Zeit 47 Serotypen
beschrieben, die in sechs Subgruppen A bis F gegliedert werden. Die meisten adenoviralen
Vektoren basieren auf dem Adenovirus Typ 5, der zur Subgruppe C gehört. Onkogene
Eigenschaften der Adenoviren sind beim Menschen nicht bekannt.
1.5.1.1 Struktur des Adenoviruskapsids
Die Viruskapside der Adenoviren bestehen aus DNA (13 % der Partikelmasse) und
Proteinen (87 % der Partikelmasse), jedoch keinen Membranen oder Lipiden (Abb. 1.5).
Das Viruskapsid setzt sich aus 252 Untereinheiten zusammen. Die Kapsomere werden in
Hexons und Pentons unterteilt (240 Hexons und 12 Pentons im Kapsid). Wie schematisch
in Abb. 1.5 dargestellt, sind noch andere virale Proteine in den Adenoviruskapsiden
enthalten.
Die Pentons enthalten das Fiberprotein, welches charakteristisch für das Adenoviruskapsid
an den Ecken des Icosaeders herausragt.
Abb. 1.5: Schematische Darstellung des Adenoviruskapsids. Die Adenoviren gehören zur Gruppe der
nicht-umhüllten DNA-Viren. Das Viruskapsid besteht hauptsächlich aus Hexon- und Penton-
Kapsomeren, die die doppelsträngige, lineare virale DNA umschließen. Die Fiberproteine der
Penton-Kapsomere sind für die Adsorption an die Wirtszelle von Bedeutung.
Das core Protein (V) ist das Terminal-Protein, das kovalent an einem 5´-Ende des viralen
DNA-Genoms gebunden ist und für die Replikation der viralen DNA benötigt wird. Es
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wurde indirekt bereits 1973 wegen seiner Fähigkeit, die Zirkularisierung der DNA zu
vermitteln, entdeckt225.
1.5.1.2 Organisation des Genoms der Adenoviren
Das adenovirale Genom besteht aus einer linearen, doppelsträngigen DNA mit einer Größe
von etwa 36 kb. Das Adenovirusgenom (Abb. 1.6) wird konventionsgemäß so dargestellt,
daß das E1A-Gen am linken Ende liegt und das Genom in 100 Einheiten unterteilt wird.
Die Enden des Genoms weisen jeweils ein inverted terminal repeat (ITR) auf. In jedem
dieser ITRs liegt ein Replikationsursprung (origin of replication). Zusätzlich ist innerhalb
der ersten vierhundert Basenpaare des linken Endes des adenoviralen Genoms eine
cis-wirkende Verpackungssequenz lokalisiert, welche die Interaktion der Virus-DNA mit
den Kapsidproteinen während des Zusammenbaus neuer Adenoviruspartikel ermöglicht.
Das relativ komplexe Genom der Adenoviren besitzt mehrere Transkriptionseinheiten
(Abb. 1.6), die in zeitlichen Clustern exprimiert werden. Die fünf frühen (early)
Transkriptionseinheiten (E1A, E1B, E2, E3 und E4) sowie die zwei verzögert frühen
Einheiten (IX und IVa2) werden vor Beginn der Replikation exprimiert. Dagegen wird die
späte Transkriptionseinheit, die in fünf späte mRNA-Familien prozessiert wird, erst nach
Beginn der Replikation exprimiert.
In der infizierten Zelle werden zuerst die terminalen E1A- und E4-Gene exprimiert, die
dann zu der Expression der anderen frühen Transkriptionseinheiten, der beiden verzögerten
und der späten Transkriptionseinheit führen. Die Komplexität des Adenovirusgenoms
beruht aber neben der zeitlichen Clusterung auch auf der Mannigfaltigkeit der exprimierten
Proteine, die durch alternatives Spleißen oder die Wahl verschiedener Polyadenylierungs-
stellen entstehen, so daß jede Transkriptionseinheit zu mehreren mRNAs führt.
Allgemein gilt, daß die frühen sowie verzögert frühen Transkriptionseinheiten Proteine
codieren, die zur Regulation der viralen und zellulären Aktivität dienen, und die späte
Transkriptionseinheit die Hüllproteine kodiert. Während die frühen Transkriptionseinhei-
ten von sechs verschiedenen Promotoren aus transkribiert werden, werden die mRNAs für
die Hüllproteine von einem Promotor, den major late Promotor, kontrolliert.
Das E1A-Gen codiert zwei Proteine, welche die Transkription der adenoviralen Gene
aktivieren und die Wirtszelle dazu veranlassen, in die S-Phase des Zellzyklus einzutreten.
Die Modulation des Zellzyklus durch die E1A-Proteine erfolgt durch die Degradation
zellulärer Komplexe, die aus verschiedenen Mitgliedern der pRB-Familie, verschiedenen
E2F-Untereinheiten sowie Zyklinen mit assoziierten Kinasen bestehen, und für die
Regulation des Zellzyklus benötigt werden.
Die zwei Proteine der E1B-Transkriptionseinheit interagieren mit den E1A-Proteinen,
indem sie das Zellwachstum und den Eintritt in die S-Phase induzieren. Das 55kD große
E1B-Protein besitzt eine den Zellzyklus modulierende Funktion, indem es mit dem
zellulären Tumorsuppressor-Protein p53, das im Zellzyklus den Übergangspunkt in die
S-Phase reguliert, interagiert. Durch die Bindung des E1B-Proteins an p53 wird die
p53-vermittelte Transkription von zellulären Genen blockiert, wodurch es zum Verlust der
normalen p53-Aktivität und der damit verbundenen Kontrollfunktion für den Zellzyklus
kommt.
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Abb. 1.6: Schematische Organisation des Genoms von Adenovirus 5. Konventionsgemäß wird das
36kb große Genom in 100 Einheiten unterteilt. Die Pfeile beziehen sich auf die primären
Transkripte. Erläuterungen über die viralen Genprodukte sowie ihrer Funktion siehe Text.
E2 codiert das Terminal-Protein (55 kDa), eine DNA-Polymerase (140 kDa Protein) sowie
ein DNA-Einzelstrang-bindendes Protein, die alle an der Replikation der Virus-DNA
beteiligt sind. Die E3-Transkriptionseinheit codiert Proteine, die z.B. durch die
Blockierung des MHC-Transportes an die Plasmamembran zur Modulation der
Immunantwort des Wirtes gegen die Infektion beteiligt sind. Die E3-Proteine sind für die
Replikation nicht essentiell, sondern supprimieren die Immunantwort des infizierten
Organismus gegen die Adenovirusinfektion. E4 codiert eine Vielzahl von Proteinen, die
eine Reihe von unterschiedlichen Funktionen bei der Regulation der Transkription
adenoviraler Gene, dem mRNA-Transport und der viralen DNA-Replikation besitzen.
Die effiziente Expression der späten Genprodukte erfolgt erst nach dem Beginn der viralen
DNA-Replikation. Alle späten Genprodukte sind in einer codierenden Region
zusammengefaßt und werden bei der Transkription als ein einzelnes, sehr langes Transkript
abgelesen. Dieses über 29.000 Nukleotide lange Transkript wird anschließend in
wenigstens 18 mRNAs prozessiert, die aufgrund der verwendeten Polyadenylierungsstellen
in fünf Familien (L1 bis L5) unterteilt werden.
1.5.1.3 Infektionszyklus von Adenovirus 5
Durch die Bindung des Fiberproteins an die Oberfläche der Zelle beginnt die Infektion. Ein
Rezeptor für das Fiberprotein ist noch nicht eindeutig bestimmt. Bislang wurden als
Rezeptoren die MHC I α2-Domäne226 und der Coxsackievirus/Adenovirus-Rezeptor
(CAR)227 identifiziert, wobei die Bindung an CAR mit einer deutlich höheren Affinität
erfolgt228. Die Internalisierung des adsorbierten Adenovirus erfolgt normalerweise über
Rezeptor-vermittelte Endozytose. Adsorption und Internalisierung stellen einen Zweikom-
ponentenprozeß dar, der neben der Interaktion des Fiberproteins mit dem geeigneten
Rezeptor auch die Interaktion des Penton-Kapsomers mit αvβ3- oder αvβ5-Integrinen auf
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der Oberfläche der Wirtszelle erfordert. Der genaue Mechanismus, der zu der Initiation der
Rezeptor-vermittelten Endozytose führt, ist unklar, es muß aber ein sehr effizienter
Internalisierungsprozeß sein, da 80 % bis 85 % der adsorbierten Viren internalisiert
werden. Die anschließende Penetration erfolgt rasch, denn 10 Minuten nach der Anheftung
befinden sich die Viren bereits in den Endosomen. Über 90 % der Viren verlassen die
Endosomen innerhalb von 5 Minuten. Die Absenkung des pH-Wertes in den Endosomen
führt dabei zu einer Veränderung der Virushülle, die für die Freisetzung des Viruspartikels
in das Zytoplasma der Zelle benötigt wird. Dieser Schritt ist durch die Absenkung des
pH-Wertes und durch proteolytische Degradation mit einem teilweisen Abbau des Virions
verbunden. Der Transport der Viruspartikel vom Zytoplasma zum Zellkern erfolgt
wahrscheinlich mit Hilfe von Mikrotubuli229. Ungefähr 40 Minuten nach der Penetration
können Viruspartikel am Kernporenkomplex mittels Elektronenmikroskopie nachgewiesen
werden. Vermutlich findet am Kernporenkomplex die Freisetzung des linearen
Adenovirusgenoms aus dem Viruspartikel in den Zellkern statt. So haben 40 % der
internalisierten Viren nach 120 Minuten ihre DNA von den Hexon-Kapsomeren getrennt.
Die frühen Ereignisse des Infektionszyklus‘, wie Adsorption, Penetration und Expression
der frühen Gene, finden schnell nach der Interaktion des Virus mit der Wirtszelle statt. Die
Genprodukte der frühen Gene aktivieren die Expression der anderen adenoviralen Gene
und die Replikation der Adenovirus-DNA. Aber sie modulieren auch Zellzyklus und
Apoptose der infizierten Zelle sowie die anti-viralen Maßnahmen des Wirtes. Die Fähig-
keit der Adenoviren, den Zellzyklus der infizierten Zelle zu modulieren und sogar ruhende
Zellen zum Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus‘ zu verleiten, ist bereits lange bekannt222.
Das E1A-Gen spielt hierbei eine besondere Rolle, da es die wichtigsten aktivierenden
Proteine codiert und die erste Transkriptionseinheit darstellt, die nach Freisetzen der Virus-
DNA in den Zellkern exprimiert wird. Ohne die Aktivierung von E1A kann der Vermeh-
rungszyklus nicht fortgesetzt werden. Mit dem Beginn der viralen DNA-Replikation sind
die frühen Ereignisse des Infektionszyklus‘ abgeschlossen. Bei HeLa Zellen wurde festge-
stellt, daß die frühen Ereignisse 5 bis 6 Stunden dauern und der gesamte Infektionszyklus
20 bis 24 Stunden. Nach dem Beginn der adenoviralen DNA-Replikation beginnt die späte
Phase des Infektionszyklus mit der Expression der späten Gene, die durch den major late
Promotor kontrolliert wird. Dieser Promotor ist in den frühen Phasen des Infektionszyklus‘
nur äußerst schwach aktiv und erst eine Kaskade von Ereignissen führt zu seiner Aktivie-
rung. Die Akkumulation der durch die späten Gene codierten Strukturproteine sowie die
virale DNA-Replikation induziert den Zusammenbau der Viruspartikel in der infizierten
Zelle. Dabei wird zuerst ein leeres Viruskapsid aus den Hexon- und Penton-Kapsomeren
gebildet. In das gebildete Prä-Kapsid wird die adenovirale DNA verpackt. Die Erkennung
der Interaktion zwischen DNA und Kapsid erfolgt durch die im linken ITR enthaltene
Verpackungssequenz. Die beteiligten Proteine sind bislang noch nicht identifiziert worden,
aber das Terminal-Protein scheint hierbei von Bedeutung zu sein. Der
DNA-Verpackungsmechanismus ist gerichtet und beginnt mit dem linken Ende der
adenoviralen DNA. Die Freisetzung der produzierten Viruspartikel erfolgt am Ende des
Infektionszyklus durch die Lyse der infizierten Zelle.
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1.5.2 Vorteile adenoviraler Vektoren in der Gentherapie
Rekombinante adenovirale Vektoren wurden erstmals 1985 hergestellt und basieren auf
den Adenovirus Serotypen 2 oder 5, die zur Subgruppe C gehören. Die Infektion mit
Adenoviren der Subgruppe C führte in der Regel nur zu milden Erkrankungen der Atem-
wege230 und ist beim Menschen nicht onkogen. 1993 wurden rekombinante Adenoviren
erstmalig zur Behandlung der Cystischen Fibrose gentherapeutisch eingesetzt231.
Neben der geringe Pathogenität und der fehlende onkogenen Eigenschaften der
Adenoviren bieten adenoviralen Vektoren im Vergleich zu anderen viralen Vektoren aber
auch noch andere Vorteile230,232: Die Adenoviren besitzen ein sehr breites Wirtsspektrum,
weshalb sie eine Vielzahl an unterschiedlichen Zelltypen, einschließlich nicht-teilende und
ausdifferenzierte Zellen, effizient infizieren können. Da ihr Genom vollständig sequenziert
und auch viele der viralen Proteine gut charakterisiert sind, läßt sich das adenovirale
Genom relativ einfach mit konventionellen molekularbiologischen Methoden
manipulieren. Genomische Umstrukturierungen sind bei Adenoviren selten und auch die
Insertion fremder Gene bleibt nach zahlreichen viralen Replikationsrunden noch erhalten.
Die Adenoviren sind sehr stabil und bei der Viruspräparation lassen sich leicht sehr hohe
Titer von bis zu 1012 PFU/ml erreichen231,233. Da das adenovirale Genom meistens
episomal in der infizierten Zelle verbleibt und somit nicht dauerhaft das Genom der
Wirtszelle verändert231,234, bieten adenovirale Vektoren eine sehr hohe, jedoch nur
transiente Transgen-Expression.
Ein wesentlicher Nachteil ist, neben der Tatsache, daß in über 85 % der adulten Menschen
neutralisierende Antikörper gegen die häufig vorkommenden Serotypen existieren, ihre
hohe Immunogenität. Durch die direkte Injektion adenoviraler Vektoren kann es zu
Entzündungsreaktionen mit toxischen Nebenwirkungen kommen235-237. Die Expression
viraler Gene bzw. die in den Viruspartikeln enthaltenen viralen Proteine können zur
Induktion einer zellulären Immunantwort gegen adenovirale Antigene führen, welche die
Eliminierung der adenoviral transduzierten Zelle zur Folge hat238 und die Wirksamkeit bei
erneuter Administration reduziert239. Um dieses Problem der hohen Immunogenität zu
lösen, wurden mehrere virale Gene aus dem adenoviralen Genom deletiert, was zu
vielfältigen und teilweise differierenden Ergebnissen führte240. Auch die Deletion aller
viralen Gene bei den sogenannten gutless oder high-capacity Vektoren241,242 verhindert
nicht vollständig die Immunogenität der Adenoviren.
Ein anderer Weg das Problem der immunogenen Wirkung der adenoviralen Vektoren zu
umgehen, ist ihre ex vivo Anwendung, um die Menge der viralen Proteine zu reduzieren.
So haben Untersuchungen in murinen sowie humanen Modellen gezeigt, daß adenovirale
Vektoren mit hoher Effizienz dendritische Zellen infizieren, das Transgen exprimiert wird
und durch die ex vivo modifizierten dendritischen Zellen eine spezifische Immunantwort
gegen das Transgen induziert wird174,176,243,244. Durch diese ex vivo Modifikation konnte
weder eine toxische Nebenwirkung noch eine gegen die adenoviral transduzierten
dendritischen Zellen gerichtete Immunantwort nachgewiesen werden243,244. Somit stellen
adenoviralen Vektoren ein effizientes Gentransfersystem für die Modifikation
dendritischer Zellen dar und durch die ex vivo Infektion können die generellen Nachteile
dieses viralen Vektorsystems, wie Toxizität und Immunogenität, umgangen werden. Auch
die transiente Transgen-Expression könnte im Rahmen einer Immuntherapie von Vorteil
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sein, da so die theoretisch mögliche Induktion einer immunologischen Toleranz gegen das
Transgen vermieden wird.
1.5.3 Herstellung adenoviraler Vektoren
Für den Transfer von therapeutischen Genen in die Zielzellen muß die Möglichkeit
bestehen, die rekombinante DNA in das adenovirale Genom zu integrieren, um einen
gleichbleibend effizienten Transfer zu gewährleisten. Bei Adenovirus Typ 5 liegt die
maximale Verpackungskapazität des Kapsids bei ca. 105 % des Wildtyp-Genoms und
entspricht einer Kapazität von etwa 1.8 kb zusätzlicher DNA245. Um die Transportkapazität
für die Bereitstellung großer bzw. polycistronischer Expressionskassetten zu vergrößern,
wurden adenovirale Gene aus dem Genom deletiert. Zusätzlich werden durch die Deletion
viraler Gene, replikationsdefiziente und damit sichere Vektoren hergestellt, die nicht zur
Bildung infektiöser Partikel in den Zielzellen führen.
Das in dieser Arbeit zur Herstellung replikationsdefizienter adenoviraler Vektoren
verwendete Virus entspricht wegen seiner Deletionen der E1- und E3-Gene (Abb. 1.6)
einem Vektortyp der ersten Generation. Mit der Deletion der E1-Region verliert das Virus
die Fähigkeit zur Transkriptionsaktivierung der viralen Gene und zur Modulation des
Zellzyklus‘246 bzw. der Fähigkeit zur Modulation der Immunantwort durch die Deletion
der E3-Region. Diese Vektoren besitzen eine Klonierungskapazität von bis zu 8 kb und
replizieren ausschließlich in Zellen, welche die deletierten Genprodukte in trans zur
Verfügung stellen. Im allgemeinen erfolgte die Produktion adenoviraler Vektoren der
ersten Generation in der speziell entwickelten Produktionszellinie, die das linke ITR, die
Verpackungssequenz, die E1A- und E1B-Region sowie einen Teil des IVa2-Gens des
Adenovirusgenoms (siehe Abb. 1.6) stabil in ihrem Genom enthält247. Bei der Produktion
von replikationsdefizienten Viren kann es durch homologe Rekombination zwischen den
identischen Sequenzen des rekombinanten Virusgenoms und der adenoviralen Sequenzen
in der Produktionszellinie zur Bildung von infektiösen replikationskompetenten
Adenoviren (replication competent adenoviruses, RCA) kommen. Durch die Entwicklung
neuer Produktionszellinien, die nur mit minimalen E1-Regionen stabil transfiziert wurden,
konnte die Generierung von RCA durch homologe Rekombination weitgehend minimiert
werden230.
Das relativ komplizierte Herstellungsverfahren adenoviraler Vektoren der ersten
Generation hat die breitere Anwendung von rekombinanten Adenoviren behindert. Die
meisten Verfahren zur Herstellung rekombinanter Adenoviren basieren auf der homologen
Rekombination in der Produktionszellinie248 bzw. in E. coli249. Diese Methoden liefern
jedoch aufgrund der Größe des adenoviralen Genoms sowie der relativ niedrigen
Rekombinationsfrequenz kein zufriedenstellendes Ergebnis 246,249. Auch das aufwendige
Durchmustern der entstandenen Adenoviren, da besonders beim Rekombinationssystem
eine große Zahl an nicht-rekombinanten Adenoviren produziert wird 249,250, ist ein Nachteil
dieser Methoden.
Zur Herstellung der rekombinanten adenoviralen Vektoren wurde das in der Arbeitsgruppe
Lindenmaier/Dittmar entwickelte, sehr einfache und effiziente adenovirale Cosmid-
klonierungsystems verwendet (Abb. 1.7). Es basiert auf adenoviralen Cosmidvektoren, die
Einleitung 31
das gesamte Genom von Adenovirus Typ 5 mit Ausnahme der E1- und E3-Region
enthalten. Durch konventionelle Klonierungsstrategien kann das gewünschte Transgen
bzw. die Expressionskassette in die deletierte E1- oder E3-Region des adenoviralen
Cosmidvektors inseriert und über die cos-Stelle des Lambda-Genoms in vitro in Lambda-
Bacteriophagenpartikel verpackt werden. Durch die Positionierung der prokaryontischen
Regulations- und Selektionssequenzen außerhalb der beiden ITRs des adenoviralen
Genoms wird die Klonierungskapazität des Vektors nicht reduziert. Diese Kapazität zur
Aufnahme von rekombinanter DNA ergibt sich aus der minimalen Größe infektiöser
rekombinanter adenoviraler Vektoren, die bei circa 30 kb liegt, und der maximalen Größe
adenoviraler DNA von 38 kb245,251. Um die Klonierungskapazität von 8 kb optimal zu
nutzen, können auch durch den Einsatz von IRES-Elementen (internal ribosome entry site)
multicistronische Expressionskassetten inseriert werden. Durch IRES-Elemente können in
eukaryontischen Zellen gleichzeitig mehrere codierende Sequenzen (Cistrons) von einem
Promotor aus exprimiert werden252,253.
Abb. 1.7: Übersicht über das adenovirale Cosmidklonierungssystem zur Herstellung rekombinanter
replikationsdefizienter Adenoviren. Erläuterungen siehe Text.
Die Transduktion von E. coli mit Hilfe der Phagenkapside erfolgt mit deutlich höherer
Effizienz als die sonst übliche Transformation von Plasmid-DNA dieser Größe. Die
Nutzung von Cosmiden zur Herstellung rekombinanter Adenoviren hat durch die selektive
Verpackung der Cosmidvektoren noch einen weiteren Vorteil: Da nur Cosmidvektoren in
einem Größenbereich zwischen 36 kb und 52 kb in das Phagenkapsid verpackt
werden254,255 und adenovirale Cosmide ohne inserierte rekombinante DNA eine Größe von
etwa 36 kb besitzen, werden bevorzugt Vektoren mit inserierter rekombinanter DNA
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verpackt. Nach der Amplifikation der Cosmid-DNA in E. coli und Charakterisierung durch
Restriktionsenzyme kann die Cosmid-DNA zur Produktion der Viren in die 293-Produkti-
onszellen transfiziert werden, welche die deletierte E1-Region komplementieren und die
virale DNA-Replikation ermöglichen. Ein weiterer Vorteil des adenoviralen Cosmid-
klonierungssystems gegenüber den auf der homologen Rekombination basierenden
Systemen ist, daß die zeitintensive und über mehrere Passagen dauernde Aufreinigung der
rekombinanten Viren von nicht-rekombinanten Viren entfällt, da die Manipulation des
adenoviralen Genoms bereits zuvor in vitro erfolgte.
1.5.4 Adenovirale Vektoren mit regulierbarer Transgen-Expression
Adenovirale Vektoren mit regulierbarer Expressionseinheit könnten für die Produktion der
Viren sowie für die spätere Anwendung der rekombinanten Adenoviren aus mehreren
Gründen von Vorteil sein. Neben einem effizienten Transfer in die Zielzellen ist oftmals
auch eine regulierte und zeitlich limitierte Expression des therapeutischen Gens erwünscht.
Wenn zytotoxisch wirkende Gene verwendet werden, könnte zudem die Möglichkeit zur
Repression der Transgen-Expression während der Produktion der Viren in den Produkti-
onszellen von Nutzen sein.
Basierend auf den Erfahrungen in der Arbeitsgruppe Lindenmaier/Dittmar bei der Generie-
rung der adenoviralen Vektoren für die kostimulatorischen Moleküle RANK und RANKL
wurden für die im Rahmen dieses Projektes geplante Herstellung replikationsdefizienter
Adenoviren, die kostimulatorische Moleküle (1.4) codieren, regulierbare Expressions-
kassetten konstruiert. Die Entscheidung zur Entwicklung regulierbarer Expressionseinhei-
ten wurde jedoch aus produktionstechnischen Gründen getroffen. Die Überexpression von
RANK wirkte zytotoxisch auf die Produktionszellen und führte zu einem raschen
Absterben der Zellen, so daß die primäre Adenovirusbildung inhibiert wurde.
Im Rahmen anderer Projekte wurde in der Arbeitsgruppe Lindenmaier/Dittmar bereits ein
Tetracyclin-abhängiges Regulationssystem angewendet, das von der Firma Invitrogen als
T-REX-System angeboten wird (Abb. 1.8). Im Gegensatz zu anderen Regulations-
systemen, wie dem Tet-off-256 oder dem Tet-on-System257, basiert das eingesetzte System
ausschließlich auf dem Tetracyclin-Repressor (Tet-R). Der Tet-R wirkt nur bei exakter
Positionierung der Tetracyclin-Operatorsequenzen (tetO) zur TATA-Box effektiv. In dem
von Yao et al. erstmals beschriebenen System werden die tetO exakt 10 bp stromabwärts
von dem letzten Nukleotid des TATA-Elementes innerhalb des humanen CMV-Promotors
eingefügt258. In Abwesenheit von Tetracyclin bindet der Tet-R an die tetO und verhindert
auf diese Weise vermutlich die Assoziation des TATA-Bindungsproteins (TBP) oder die
Generierung des Prä-Initiationskomplexes für die Transkription. Dadurch wird die vom
tetO-enthaltenen CMV-Promotor ausgehende Transkription unterbunden. Erst durch
Zugabe von Tetracyclin wird die Transkription durch die Freisetzung des Repressors
induziert. Die in vitro und in vivo Anwendbarkeit dieses Repressionssystems wurde in
Experimenten mit Vero und Hela Zellen, die den Tet-R konstitutiv exprimierten, sowie
nach Kotransfektion des Tet-R codierenden Plasmids mit einem CMV-tetO enthaltenden
Reporterplasmid nachgewiesen258. Weitere Vorteile des Regulationssystems von Yao et al.
im Vergleich zu anderen Tetracyclin-abhängigen Regulationssystemen sind die erheblich
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höheren Induktionsraten257,258 und die Tatsache, daß der Tet-R gegenüber einigen der
Tet-R-Fusionsproteine nicht toxisch auf die Zellen wirkt256.
PCMV Tet-R













2x tetO 2x tetO
2x tetO2x tetO
Abb. 1.8: Schematische Darstellung des Tetracyclin-regulierten Expressionssystems (TREX) für die
Herstellung adenoviraler Vektoren mit regulierbarer Expressionskassette. Erläuterungen
siehe Text.
Durch die Integration des tetO-enthaltenden CMV-Promotors aus dem T-REX-Regula-
tionssystem (Invitrogen) in das adenovirale Cosmidklonierungssystem (Abb. 1.7) konnte
dieses System sehr einfach zur Herstellung rekombinanter Adenoviren mit regulierbarer
Transgen-Expression modifiziert werden.
1.6 Mausmodelle zur Untersuchung der Immunantwort gegen
HPV-16
Die Assoziation von HPV-16 mit malignen Erkrankungen, die Identifikation des viralen
Onkogens E7 als ein ideales tumorspezifisches Antigen und die Entdeckung der Kontroll-
funktion des Immunsystems bei HPV-induzierten Tumore (siehe 1.1) waren fundamental
für die Entwicklung E7-spezifischer Tumorvakzine. Die Untersuchung dieser Vakzine in
Tiermodellen wird durch die fehlende Möglichkeit zur in vitro oder in vivo Produktion
infektiöser Viren sowie der Artenspezifität der HPVs erschwert259. So wird die Effizienz
von prophylaktischen und therapeutischen Vakzinen oft in Tieren mit bekannten
Papillomavirus-assoziierten Krankheiten untersucht259. Obwohl keine natürlichen
Einleitung 34
Papillomaviren für die Labormaus bekannt sind und Mäuse nicht mit HPVs infiziert
werden können, eignen sich Mausmodelle wegen der guten Kenntnisse über das murine
Immunsystem zur Untersuchung der HPV-16-spezifischen Immunantwort. Die in vitro
Transformation muriner Zellen mit dem gesamten Genom von HPV-16 bzw. der Onkogene
E6 und E7 von HPV-16, die nach Injektion in Mäusen Tumore bilden, lieferten ein sehr
einfaches Modell zur Analyse der Effizienz von HPV-16-spezifischen Vakzinen260. Durch
die Immunisierung von Mäusen mit Peptidfragmenten von HPV-16 E7 konnte ein durch
das murine MHC I-Molekül H-2Db präsentierten CTL-Epitop in E7 identifiziert werden261
(siehe Abb. 3.24), so daß die Aktivierung und Expansion der spezifischen zytotoxischen
T-Lymphozyten untersucht werden kann. Da auch durch das humane MHC I-Molekül
HLA-A*0201- (A2.1-) restringierte CTL-Epitope in E7 nachgewiesen wurden262 (siehe
Abb. 3.24), können in geeigneten Mausmodellen, wie der A2.1Kb-transgenen Maus263
auch die durch das humane A2.1-restringierten T-Zellantworten analysiert werden.
Die Immunisierung von Mäusen mit verschiedenen E7-spezifischen Vakzinen, wie
rekombinanten Vakziniaviren264, rekombinanten Adenoviren265, Proteinen266 oder
Peptiden261 führte zur Induktion einer E7-spezifische CTL-Antwort, die auch das
Wachstum eines HPV-16 E7-transformierten Tumors verhinderte. Dieser therapeutische
Effekt im Mausmodell konnte jedoch nicht in das Humansystem übertragen werden, da die
Immunisierung von Tumorpatientinnen mit HPV-16 E7-spezifischen Peptiden nicht zur
Initiation einer effektiven Immunantwort führte267,268. Jedoch konnte durch in vitro
Restimulation mit den Peptiden HPV-16 E7-spezifische CTLs aus den Tumorpatientinnen
isoliert werden und die Existenz der E7-spezifischen T-Zellen gezeigt werden269-272. Dies
könnte bedeuten, daß die E7-spezifische Immunantwort in den Patientinnen offensichtlich
nicht stark genug ist, um die Entwicklung des Tumors zu kontrollieren und die Existenz
von spezifischen T-Zellen keine Aussage über die Entwicklung einer malignen Läsion
erlaubt. Das Ziel einer erfolgreichen HPV-16-spezifischen Immuntherapie muß daher die
Induktion einer effektiven primären T-Zellantwort bzw. die Verbesserung der existie-
renden Immunantwort sein. Aus diesem Grund eignen sich besonders dendritische Zellen
(siehe 1.3) wegen ihres einzigartigen Potentials zur Aktivierung von T-Zellen für die
Entwicklung einer HPV-16-spezifischen Immuntherapie mit therapeutischem Nutzen.
Wenn Mäuse mit E7-Protein-gepulsten dendritischen Zellen immunisiert wurden, konnte
das Wachstum eines HPV-16 E7-transformierten Tumors durch die Induktion von
E7-spezifischen CTLs kontrolliert werden273. Eine E7-spezifische T-Zellaktivierung
konnte auch in vitro durch E7-gepulste dendritische Zellen aus gesunden Menschen178
bzw. Tumorpatientinnen274 induziert werden. Über den therapeutischen in vivo Nutzen
einer Immunisierung mit E7-gepulsten dendritischen Zellen im Rahmen einer klinischen
Studie gibt es bislang keine Daten. Allerdings existieren einige Hinweise über die in vivo
Effizienz von dendritischen Zellen aus einem E7-transgenen Mausmodell275. In diesem
murinen Modell wird durch die E7-Expression in den Epithelzellen eine periphere
Toleranz oder Anergie spezifisch gegen E7 in der T-Zellpopulation induziert276,277. Im
Gegensatz zu den nicht-transgenen Mäusen kann durch die Immunisierung mit E7-spezi-
fischen Peptiden in der E7-transgenen Maus keine E7-spezifische T-Zellantwort induziert
bzw. das Wachstum eines E7-transformierten Tumors kontrolliert und die periphere
Toleranz gegen E7 durchbrochen werden276,277. Dagegen konnte in den E7-transgenen
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Mäusen durch die Immunisierung mit dendritischen Zellen, die mit E7-Peptid gepulst
wurden, die Toleranz durchbrochen und eine CD8+-CTL-Antwort induziert werden275.
Obwohl diese Ergebnisse die einzigartige immunstimulatorische Eigenschaft der
dendritischen Zellen demonstrieren, fehlen bislang die Ergebnisse der therapeutischen
Wirkung gegen das Wachstum eines E7-transformierten Tumors aus diesem Mausmodell.
Obwohl die Immunkompetenz der Patientinnen mit einem HPV-16 positiven Tumor
kontrolliert wurden, zeigen sie neben der schwachen natürlichen E7-spezifischen
CTL-Antwort278 bzw. nach Immunisierung mit E7-Protein279 auch eine abgeschwächte
CTL-Antwort gegen irrelevante Antigene278. Diese allgemeine Reduktion der
CD8+-T-Zellantwort gegen irrelevante Antigene kann auch in der E7-transgenen Maus
beobachtet werden280. Hierbei könnte es sich um einen E7-spezifischen Mechanismus
handeln, der Kontrolle des Immunsystems zu entkommen. Ob es sich, wie bei anderen
Tumoren beobachtet, um sezernierte immunsuppressiv wirkende Faktoren, wie TGF-β
oder IL-1063,64 handelt, ist momentan unklar. Dieser E7-spezifische Effekt auf das
Immunsystem demonstriert, daß die immunstimulatorische Eigenschaft von dendritischen
Zellen optimal genutzt bzw. verbessert werden muß, um eine effektive Immuntherapie zu
entwickeln. Ein Weg zur Verbesserung könnte die Verwendung von genetisch
modifizierten statt gepulsten dendritischen Zellen sein, um möglichst viele antigene
Determinanten eines tumorspezifischen Markers über einen längeren Zeitraum nutzen zu
können (1.3.8). Aber auch die Nutzung von kostimulatorischen Signalen, wie denen der
Mitglieder der TNF- bzw. TNFR-Superfamilie (1.4), könnte die stimulatorische
Eigenschaft der dendritischen Zellen verbessern.
Eine weitere Möglichkeit zur Verbesserung des therapeutischen Nutzens einer
Immuntherapie stellt die Immunisierung gegen mehrere spezifischen Antigene dar,
wodurch die Möglichkeit des Tumors, der Immunkontrolle durch Verlust eines Antigens
zu entkommen, reduziert wird. Für die HPV-16-spezifische Immuntherapie eignet sich die
Integration des späten Proteins L1, der Hauptkomponente der HPV-16 Viruspartikel
(1.1.1), als weiteres HPV-16-spezifisches Antigen. Die Expression von HPV-16 L1 in
eukaryontischen Zellen führt zu der Bildung von leeren Viruskapsiden281 (virus-like
particles, VLP). In Mäusen konnte die Induktion einer HPV-16 L1-spezifischen Antikör-
perantwort nach Immunisierung mit den L1 VLP nachgewiesen werden282, die gegen eine
Infektion mit HPV-16 schützt283,284. Neben der Antikörperantwort konnte aber auch eine
L1-spezifische T-Zellantwort demonstriert werden285,286. Die Kombination von E7 mit L1
würde neben der Integration eines weiteren Antigens für die T-Zell-vermittelte
Immunantwort durch die Induktion einer L1-spezifischen Antikörperantwort auch zu
einem Schutz gegen die Infektion mit HPV-16 führen. Durch die Fusion von L1 mit E7
konnten chimäre VLP (cVLP) generiert werden282, die in Mäusen neben einer
L1-spezifischen Antikörperantwort auch eine E7-spezifische T-Zellantwort, die das
Wachstum eines E7-transformierten Tumors kontrolliert, induzieren287. Die Integration von
L1 neben E7 in eine HPV-spezifische Immuntherapie könnte somit zu einer
Sensibilisierung des Immunsystems gegen mehrere antigene Determinanten dienen und




Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Initiation einer Immunantwort gegen Antigen von
HPV-16 durch Immunisierung mit genetisch modifizierten dendritischen Zellen sowie der
Einfluß von kostimulatorischen Molekülen der TNF- und TNFR-Superfamilie auf die
immunstimulatorische Eigenschaft der dendritischen Zellen untersucht werden.
Für die genetische Modifikation der dendritischen Zellen sollten replikationsdefiziente
adenovirale Vektoren hergestellt werden, die entweder therapeutisch nutzbare Antigene
von HPV-16 oder kostimulatorische Mitglieder der TNF- bzw. TNFR-Superfamilie
codieren.
Die dendritischen Zellen sollten aus dem Knochenmark von Mäusen generiert und die
Infektion mit den adenoviralen Vektoren sowie die Expression des Transgens
charakterisiert werden. Danach sollte die Initiation einer HPV-16-spezifischen
Immunantwort durch die Immunisierung mit genetisch modifizierten dendritischen Zellen
in einem transgenen Mausmodell untersucht werden, das die Analyse der murinen und
humanen T-Zellantwort erlaubt. Anschließend sollte durch den zusätzlichen Transfer von
kostimulatorischen Molekülen in dendritischen Zellen der Einfluß auf die stimulatorische
Eigenschaft der Zellen betrachtet werden, indem die Initiation einer HPV-16-spezifischen
Immunantwort als Maß für die immunstimulatorischen Eigenschaft der dendritischen
Zellen dienen sollte.
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Blotkammer Miniblotter 014-300, Biometra
Cleanbench HLB 2448, Heraeus
Digitale Bildaufnahme Seescan Colour LC100C
Durchflußzytometer Becton Dickinson FACS Calibur und Vantage mit
Cell-Quest Software
Elektrophoresekammern Horizon 58, Horizontal H3, BRL
ELISA-Reader Murex MRX
Mikroskope Axiovert S100, Zeiss
Geldokumentation Cybertech-Geldokumentationssystem,
Videocopyprocessor, Mitsubishi
Netzgeräte Powerpack P25, Biometra
PCR-Gerät PTC-200 von MJ-RESEARCH
Photometer Spectronic Genesys 2, Milton Roy
Schüttler IKA-Schüttler MTS4
SDS-PAGE-Apparatur Biometra Minigel G41
Tischzentrifuge Biofuge Pico, Heraeus
Kühlzentrifugen Sorvall Superspeed GC5-C
Minifuge T, Heraeus Sepatech
Ultrazentrifuge DuPont Sorvall-Ultrazentrifuge TL100 mit
Festwinkelrotor TLA 110
2.2 Materialien
Im Rahmen der Arbeit wurden Substanzen der Firmen Amersham, Aldrich, Applied
Biosystems, Baker, Becton Dickinson, Biorad Boehringer, CSL, Fluka, Hoechst, Isotech,
Merck, Millipore, Mimotopes, MoBiTec, New England Biolabs, Perkin Elmer, Promega,
Qiagen, Riedel-de Haën, Roche, Seromed, Serva, Sigma und USB verwendet.
Alle Lösungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt, welches mit einem
Milli-Q-System (Millipore) aufbereitet wurde.
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Alle Bakterienkulturmedien wurden autoklaviert (30 min, 121°C) und Zellkulturmedien
sterilfiltriert (0,22 µm). Antibiotika und andere temperaturempfindliche Komponenten
wurden ebenfalls sterilfiltriert und zum kühlen, sterilen Medium hinzugegeben.
2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Verwendete E. coli-Stämme
Folgende Escherichia coli Stämme wurden für die molekularbiologischen Arbeiten
verwendet:
DH5α supE44 ∆lacU169 (Φ80lacZ∆M15 hsd R17 (rk-mk-) gyrA96 recA1endA1
relA1)
BHB2690 F- recA λr (λDam15 b2 red3 imm434 cIts Sam7)
BHB 2688 F- recA λr (λEam4 b2 red3 imm434 cIts Sam7)
2.3.2 Verwendete Plasmide
Für die Konstruktion der adenoviralen Vektoren mit HPV-Sequenzen, die auf dem
HPV-16 Isolat 114/K290 beruhen, wurden Plasmide von L. Gissmann (DKFZ, Heidelberg,
siehe auch Müller et al.282) bereitgestellt:
pCMV-E7mut: HPV-16 E7 (98 Aminosäuren) mit Mutationen in beiden
Cys-X-X-Cys Elementen (58 Cys→Gly, 91 Cys→Gly), wie in Shi et
al.291 beschrieben
pCEPL1∆C: HPV-16 L1 mit einer Deletion von 34 Aminosäuren am C-Terminus;
pCEP4L1/E71-60: HPV-16 L1∆C an dem C-terminal die ersten 60 Aminosäuren von
HPV-16 E7 fusioniert wurden;
pVL1392L1/E7mut: HPV-16 L1∆C, das C-terminal mit dem gesamten HPV-16E7mut
fusioniert wurde.
Für die Generierung adenoviraler Vektoren wurden auch HPV-16 L1 Sequenzen
verwendet, deren codon usage für die Expression in der Pflanze Solanum tuberosum
optimiert wurden (L1p). Die Proteinsequenz wurde durch die Optimierung der codon
usage nicht verändert und entspricht weiter der des Isolates 114/K. Folgende Plasmide
wurden von M. Müller (DKFZ, Heidelberg, siehe auch Leder et al.292) zur Verfügung
gestellt:
pBS-II-HPV-16L1p: HPV-16 L1 mit optimierter codon usage für Solanum
tuberosum;
pBS-II-HPV-16L1p/E71-60: HPV-L1p mit einer Deletion von 34 Aminosäuren am
C-Terminus und Fusion der ersten 60 Aminosäuren von
HPV-16 E7 an den C-Terminus.
Folgende Plasmide wurden für die Klonierungen in dieser Arbeit als Vektoren verwendet:
pGEMIRESegfp: von pGEM-T (Promega) abgeleitet, mit Expressionskassette
bestehend aus CMV-Promotor, IRES (Poliovirus) und egfp
(Clontech); W. Lindenmaier (GBF, Braunschweig);
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pGEMRec1IRESegfp: wie pGEMIRESegfp, jedoch mit bicistronischer Expressions-
kassette bestehend aus CMV-Promotor, Rec1, IRES (Poliovirus)
und egfp (Clontech); W. Lindenmaier (GBF, Braunschweig);
pAdcos45: Cosmid mit dem Genom von Adenovirus Typ 5 mit deletierter
E1- und E3-Region; W. Lindenmaier (GBF, Braunschweig);
pAdcos45Rec1IRESegfp: wie pAdcos45, jedoch mit bicistronischer Expressionskassette
aus pGEMRec1IRESegfp in der deletierten E1-Region.
Von der Firma Invitrogen wurden die Plasmide pCR-BluntII-TOPO,
pcDNA4TOmychisA und pcDNA6/Tet-R für die Klonierung der adenoviralen Vektoren,
die kostimulatorische Moleküle codieren, verwendet.
2.3.3 DNA-Minipräparation
Die DNA-Minipräparationsmethode dient der Isolation kleiner Mengen an Plasmid-DNA
aus Bakterien und erfolgt nach dem Protokoll von Birnboim und Doly293.
Kapsenbergröhrchen mit 2 ml LB-Flüssigmedium (10 g/l Bacto-Trypton, 10 g/l Bacto-
Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) und Ampicillin (Endkonzentration 100 µg/ml) als Selektionsanti-
biotikum wurden mit den entsprechenden Einzelkolonien angeimpft und mindestens 7 h
bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Nach Überführen der Bakteriensuspension in 2 ml
Eppendorfhütchen wurden die Bakterien 5 min bei 12.000 rpm in einer Tischzentrifuge
abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 200 µl Suspensionspuf-
fer (25 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA, 50 mM Glucose, 1 µg/ml RNase) resuspendiert.
Daraufhin folgte die Zugabe von 200 µl Lysispuffer (0,2 N NaOH, 1 % SDS). Durch
Invertieren wird gemischt und 30 sec bei RT inkubiert. Zu den Lysaten wurden 200 µl
Neutralisierungspuffer (3 M KAc pH 5,2) und 2 Tropfen Chloroform gegeben, durch
Invertieren gemischt und anschließend das neutralisierte Lysat 5 min bei 12.000 rpm in der
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 1ml Eppendorfhütchen
transferiert und erneut zentrifugiert (5 min, 12.000 rpm). Danach wurde der Überstand in
ein neues 2ml Eppendorfhütchen überführt. Durch Zugabe von 1 ml vorgekühltem (-20°C)
absolutem Ethanol wurde die Plasmid-DNA aus dem klaren Lysat für 15 min bei –70°C
gefällt. Nach 5 minütiger Zentrifugation bei 12.000 rpm in der Tischzentrifuge wurde das
Pellet in 200 µl Puffer (0,1 M NaAc pH 7, 0,05 M Tris pH 8) aufgenommen. 400 µl
vorgekühltes absolutes Ethanol wird zugegeben und wieder für 15 min bei –70°C gefällt.
Nach Zentrifugation wurde der Überstand gründlich abgenommen und das Pellet
getrocknet. Abschließend wurde das Pellet in 100µl Puffer (10 µg/ml RNase in H2O)
aufgenommen.
2.3.4 DNA-Maxipräparation
Für größere Mengen an Plasmid-DNA wurden aus einer Vorkultur 500 ml LB-Medium
(10 g/l Bacto-Trypton, 10 g/l Bacto-Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) mit Ampicillin in einer
Endkonzentration von 100 µg/ml angeimpft und bei 37°C über Nacht unter Schütteln
inkubiert. Die Isolierung und Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe von
Nucleobond-Säulen AX 500 (Macherey-Nagel) nach dem Protokoll des Herstellers. Die
gefällte und aufgereinigte Plasmid-DNA wurde in TE-Puffer (10 mM Tris/HCl pH 7,5 +
0,1 mM EDTA) aufgenommen.
Material und Methoden 40
2.3.5 DNA-Restriktionsspaltungen
Analytische Spaltungen für die Verifizierung der Konstrukte wurden in einem Gesamt-
volumen von 20 µl durchgeführt. Dabei wurde nach folgendem Standardprotokoll
verfahren, wobei sich je nach verwendetem Enzym oder verwendeter DNA Änderungen
ergeben können:
20 µl Gesamtansatz: 0,5-2 µg DNA
5-10 U Restriktionsenzym
2 µl 10x Restriktionspuffer (evtl. BSA) nach Herstellerangaben
mit H2O auf 20 µl Gesamtvolumen
Nach Zugabe des Restriktionsenzyms wurde der Ansatz bei der jeweils optimalen
Temperatur für 1 bis 1,5 h inkubiert. Anschließend wurde der Restriktionsansatz mit
¼ Volumen 5xTBE-Auftragungspuffer (5x TBE-Laufpuffer, 10 % Ficoll, 0,1 % SDS,
0,05 % Bromphenolblau) versetzt, im TBE-Agarosegel (2.3.7) aufgetrennt, und die
ermittelten DNA-Fragmentgrößen mit den erwarteten Größen verglichen.
Für größere Mengen an DNA-Fragmenten, die für Klonierungen benötigt wurden, dienten
präparative DNA-Spaltungen, die wie analytische Spaltungen durchgeführt wurden,
allerdings in einem Gesamtvolumen von 100 µl.
100µl Gesamtansatz: 10-20 µg DNA
20-30 U Restriktionsenzym
10 µl 10x Restriktionspuffer (evtl. BSA) nach Herstellerangaben
mit H2O auf 100 µl Gesamtvolumen
Die Spaltung wurde bei der für die verwendeten Enzyme optimalen Temperatur für 1 bis
1,5 h durchgeführt.
2.3.6 DNA-Ligation
Ein 25 µl Ligationsansatz setzte sich wie folgt zusammen:
0,5 bis 3 µg je zu ligierende DNA-Fragmente
2,5 µl 10x Ligasepuffer (MBI)
15 U T4-Ligase (MBI)
mit H2O auf 25 µl Gesamtvolumen
Der Ansatz wurde für mindestens 2 h bzw. über Nacht bei RT ligiert. Anschließend wurde
zur Überprüfung der Ligationseffizienz 10 µl Ligationsansatz mit ¼ Volumen 5x TBE-
Auftragungspuffer versetzt und im TBE-Agarosegel (2.3.7) überprüft. Nach Beendigung
der Reaktion wurde der Ligationsansatz direkt zur Transformation (2.3.13) oder zur in
vitro Verpackung (2.3.14) eingesetzt.
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2.3.7 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten
Für die Auftrennung von ungespaltenen und gespaltenen DNAs, aber auch von PCR-Frag-
menten, dienten TBE-Agarosegele. Je nach Größe der zu trennenden DNA-Fragmente
wurde die Konzentration der Agarose zwischen 0,5 % und 2 % (w/v) variiert:
Agarose (%) Größe der DNA-Fragmente (in kb)
0,5 1     -30
1,0 0,5  -10
1,5 0,2  -3
2,0 0,05-2
Nach Zugabe von ¼ Volumen 5x TBE-Auftragspuffer (5x TBE-Laufpuffer, 10 % Ficoll,
0,1 % SDS, 0,05 % Bromphenolblau) wurde die DNA-Probe auf das Agarosegel
aufgetragen. Das Agarosegel wurde in 1x TBE-Puffer (45 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA,
45 mM Borsäure, 0,5 µg/ml Ethidiumbromid) angesetzt. Je nach der zu trennenden
Fragmentgröße und der Agarosekonzentration wurde eine Spannung zwischen 40 V und
125 V angelegt. Als Laufpuffer wurde 1x TBE-Puffer verwendet. Nach gelelektro-
phoretischer Trennung der DNA-Fragmente wurde die DNA unter UV-Licht mittels der
Fluoreszenz des interkalierenden Ethidiumbromids auf dem Transilluminator nachge-
wiesen und photographisch dokumentiert.
Zur Abschätzung der Größe der DNA-Fragmente wurden folgende Längenstandards mit
bekannten Fragmentgrößen benutzt:
100 bp Leader (weist Banden von 100 bp bis 2 kb im 100 bp Abstand auf)
500 bp Leader (weist Banden von 500 bp bis 5 kb im 500 bp Abstand auf)
Lambda-DNA, geschnitten mit HindIII und/oder EcoRI
Die Fragmentgrößen der Lambda-Marker betrugen:
λ/HindIII: 23130 bp, 9416 bp, 6557 bp, 4361 bp, 2322 bp, 2027 bp, 564 bp, 125 bp
λ/EcoRI: 21226 bp, 7421 bp, 5804 bp, 5643 bp, 4878 bp, 3530 bp
λ/EcoRI-HindIII: 21226 bp, 5148 bp, 4973 bp, 4268 bp, 3530 bp, 2027 bp,
1904 bp, 1584 bp, 1375 bp, 947 bp, 831 bp, 564 bp, 125 bp
2.3.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegele
Für die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegele wurde das JETsorb System von
Genomed verwendet. Die DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht auf dem
Transilluminator mit einem Skalpell herausgeschnitten und ausgewogen. Die Aufreinigung
der DNA aus dem Agarosegel erfolgte nach Herstellerangaben, und die DNA wurde mit
40 µl TE-Puffer (10 mM Tris/HCl pH 7,5 + 0,1 mM EDTA) eluiert. Abschließend wurde
der DNA-Gehalt des Eluates über ein Agarosegel (2.3.7) kontrolliert.
2.3.9 Auffüllung von überhängenden DNA-Enden
Für die Herstellung von blunt end DNA-Fragmenten wurde die durch die T4 DNA-Poly-
merase (NEB) katalysierte Polymerisation durchgeführt, die 5´→3´-überhängende
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einzelsträngige DNA-Enden als Matrizen verwendet. Die Reaktion wurde in einem 100 µl
Ansatz durchgeführt, der sich wie folgt zusammensetzte:
5 bis 10 µg DNA
10 µl 10x T4-Polymerase Puffer (NEB)
30 U T4 DNA-Polymerase (NEB)
5 µl 2 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP
mit H2O auf 100 µl Gesamtvolumen
Der Ansatz wurde 15 min bei 37°C inkubiert, gefolgt von einer 5 minütigen Inaktivierung
bei 70°C. Anschließend wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion (2.3.12) durchgeführt
und die mit Ethanol gefällte und getrocknete DNA in einem entsprechendem Volumen
TE-Puffer (10 mM Tris/HCl pH 7,5 + 0,1 mM EDTA) bzw. in H2O resuspendiert.
2.3.10 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
Um eine Selbst-Ligation der Vektorfragmente während der Ligation zu verhindern, wurden
einige der Vektoren durch Behandlung mit Kälberdarm-Phosphatase (CIP) an den
5'-Enden dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung erfolgte nach folgendem Protokoll:
200 µl CIP-Ansatz: Vektorfragment-DNA
20 µl 10x CIP-Puffer (Boehringer)
40 U CIP (Boehringer)
mit H2O auf 200 µl Gesamtvolumen
Der CIP-Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert und dann weitere 30 min bei 56°C
inkubiert. Bei blunt end Vektoren wurden nach der Inkubation bei 56°C weitere 20 U CIP
(Boehringer) zugegeben und die 30 minütigen Inkubationen bei 37°C und 56°C wieder-
holt. Anschließend wurde die CIP durch Zugabe von 5 µl 20 % SDS, 2 µl 0,5 M EDTA
und 2 µl Proteinase K (10 mg/ml) bei 56°C für 30 min inaktiviert. Nach Phenol-
Chloroform-Extraktion (2.3.12) wurde die DNA mit Ethanol gefällt und die getrocknete
DNA in einem entsprechenden Volumen TE-Puffer (10 mM Tris/HCl pH 7,5 + 0,1 mM
EDTA) oder H2O resuspendiert. Abschließend wurde der DNA-Gehalt über ein
Agarosegel (2.3.7) verifiziert.
2.3.11 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration
Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die OD bei 230, 260 und 280 nm
gemessen. Für die Messung wurde eine 1:100 Verdünnung der vorliegenden DNA-Lösung
hergestellt. Der Quotient aus der bei 260 nm und 280 nm gemessenen Absorption ist ein
Maß für die Reinheit der DNA und sollte zwischen 1,6 und 2 liegen. Die Werte bei 230 nm
und 280 nm sollten ungefähr gleich sein. Die DNA-Konzentration wurde nach folgender
Formel, basierend auf OD260= 1 entspricht 50 µg/ml dsDNA, berechnet:
(OD260 – OD280) x 2 x Verdünnungsfaktor x 50 = DNA-Konzentration [µg/ml]
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2.3.12 Phenol/Chloroform Extraktion und DNA-Fällung
Die von Proteinen zu reinigende DNA-Lösung wurde mit einem Volumen Phenol und
einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und gründlich gemischt. Zur
besseren Phasentrennung wurde das Gemisch 5 min bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. Die obere wäßrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein frisches
Eppendorfgefäß überführt. Nach Zugabe von einem Volumen Chloroform zur Beseitigung
von Phenolresten wurde erneut gemischt und anschließend 5 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Nach Überführung der oberen Phase in ein neues Eppendorfgefäß wurde die
DNA aus dieser wäßrigen Phase gefällt. Dazu wurden 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 7,0)
und 2,5 Volumen absoluter vorgekühlter Ethanol zugegeben, gemischt und die DNA
30 min bei -70°C gefällt. Die gefällte DNA wurde 30 min bei 18.000 rpm, 4°C in einer
Kühlzentrifuge (Sorvall) abzentrifugiert. Abschließend wurde das getrocknete DNA-Pellet
in dem jeweils erforderlichen Puffervolumen aufgenommen.
2.3.13 Transformation
Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte nach einem Protokoll von Hanahan294,295. Für
5 bis 6 Transformationen wurden 50 ml SOB-Medium (2 % Bacto-Trypton, 0,5 % Hefe-
extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 0,01 mM MgCl2, 0,01 mM MgSO4) mit Kolonien von
frisch ausgestrichenen E. coli DH5α angeimpft. Bis zu einer OD600 von 0,60 bis 0,65
wurde der Ansatz bei 37°C und 180 rpm geschüttelt und dann für 10 min auf Eis inkubiert.
Anschließend wurde die Bakteriensuspension für 10 min bei 2000 xg und 4°C abzentrifu-
giert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 16,6 ml TFB-Lösung (10 mM
K-MES pH 6,2, 100 mM Rubidiumchlorid, 45 mM MnCl2-4H2O, 10 mM CaCl2-2H2O,
3 mM Hexaminocobalt(III)chlorid HACoCl3, 1 M Morpholinoethansulfonsäure MES,
pH 6,3) resuspendiert, gefolgt von einer 10 minütigen Inkubation auf Eis. Die Suspension
wurde erneut bei 2000 xg und 4°C für 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
TFB-Lösung resuspendiert und mit 35 µl DMSO versetzt. Nachdem der Ansatz für 5 min
auf Eis inkubiert wurde, wurden 35 µl DTT (2,25 mM DTT in 40 mM KAc pH 6) und
nach weiteren 10 min auf Eis 35 µl DMSO zugegeben. Nach einer 10 minütigen
Inkubation auf Eis waren die Bakterien kompetent.
Die kompetenten Zellen wurden in 200 µl Aliquots in 2 ml Reaktionsgefäße verteilt.
Zwischen 5-10 µl der zu transformierenden DNA wurde zu den kompetenten Zellen gege-
ben, 30 min auf Eis inkubiert und anschließend für 90 sec in ein 42°C-Wasserbad gestellt.
Nach Zugabe von 800 µl SOC-Medium (SOB-Medium + 20 mM Glucose) wurde der
Ansatz für 60 min bei 37°C geschüttelt. Nach Ausplattieren verschiedener Aliquots auf den
entsprechenden Antibiotikaplatten wurden die Platten über Nacht bei 37°C inkubiert. Als
Vergleich der Transformationseffizienz wurde das Plasmid pBR322 parallel transformiert.
Mit dieser Methode wurden mit dem Stamm DH5α Transformationsraten von etwa
107 Kolonien/µg pBR322-DNA erzielt.
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2.3.14 Cosmid-Verpackung in Lambda-Bacteriophagenpartikel
Mit Hilfe der in vitro Verpackung in Lambda-Bacteriophagen und Transduktion in DH5α
können die großen Adenocosmide effizienter als durch Transformation in E. coli
transferiert werden.
Für die Herstellung kompetenter Zellen wurden 10 ml NZ-Medium (10 g/l NZ-Amine, 5 g
NaCl/l, 2 g/l MgCl2-6H2O) mit 0,4 % Maltose und 10 mM MgSO4 versetzt, anschließend
mit Kolonien von frisch ausgestrichenen DH5α angeimpft und bis zu einer OD550 von 2,5
bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Die Zellen wurden für 10 min bei 7,500 xg, 4°C
zentrifugiert und das Zellpellet in 10 ml eiskaltem 10 mM MgSO4 resuspendiert und bis
zur Verwendung auf Eis gelagert.
Für die in vitro Verpackung in die λ-Bacteriophagenpartikel wurden in 1 ml Eppendorfge-
fäßen 10 µl BHB2688 Verpackungslysat, 5 µl des Ligationsansatzes und 25 µl BHB2690
Verpackungslysat pipettiert und die Ansätze vorsichtig gemischt, ohne Luftblasen zu
erzeugen. Als Kontrolle der Verpackungs- und Transduktionseffizienz wurden 100 ng
pcos44296 verpackt und als Sterilkontrolle 2 µl steriles H2O. Die Verpackungsansätze
wurden 90 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 200 µl TM-Puffer (50 mM
Tris/HCl pH 7,5 + 10 mM MgSO4) und 20 µl Chloroform zugegeben, gemischt und 4 min
bei 10.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein frisches
Eppendorfgefäß überführt und zum Abdampfen des restlichen Chloroforms für 15 min bei
37°C inkubiert.
Für die Transduktion der verpackten Cosmide wurden 150 µl TM-Puffer (50 mM Tris/HCl
pH 7,5 + 10 mM MgSO4) mit 150 µl der kompetenten DH5α und 150 µl des Cosmid-
Verpackungsansatzes gemischt und für 20 min bei 37°C inkubiert. Für den Kontrollansatz
sowie die Sterilkontrolle wurden 100 µl TM-Puffer (50 mM Tris/HCl pH 7,5 + 10 mM
MgSO4) mit 100 µl kompetenten DH5α und 100 µl des Verpackungsansatzes gemischt.
2 ml LB-Medium (10 g/l Bacto-Trypton, 10 g/l Bacto-Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) wurden in
Kapsenbergröhrchen vorgelegt und die Transduktionsansätze zugegeben. Nach Inkubation
für 1 h bei 37°C unter Schütteln wurden verschiedene Aliquots der Ansätze auf
LB-Agarplatten mit Ampicillin (100 µg/ml) ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert.
Es wurden Transduktionseffizienzen von ca. 105 Kolonien/µg pcos44-DNA erzielt.
2.3.15 Maxipräparation von Adenocosmid-DNA
Die Aufreinigung der Cosmid-DNA über Nucleobond-Säulen AX500 (Macherey-Nagel)
erfolgte weitestgehend nach dem Protokoll des Herstellers für die Cosmid-Aufreinigung
unter Verwendung der doppelten Lösungsvolumina. Es wurden 500 ml LB-Medium (10 g/l
Bacto-Trypton, 10 g/l Bacto-Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) mit Ampicillin in einer Endkonzen-
tration von 100 µg/ml aus einer Vorkultur angeimpft und für 18 h bei 180 rpm bei 37°C
inkubiert. Abweichend zu dem Herstellerprotokoll wurde das Lysat nach Neutralisation im
GSA-Rotor (Sorvall) für 10 min bei 12.000 rpm und 4°C zentrifugiert und zusätzlich durch
einen angefeuchteten Faltenfilter filtriert, um ein Zusetzen der Säulen zu vermeiden.
Zudem wurde der Elutionspuffer abweichend zu den Herstellerangaben nicht auf 56°C,
sondern 65°C vorgewärmt, das erste Eluat erneut auf 65°C erhitzt und ein zweites Mal
über die gleiche Säule gegeben, um eine höhere Ausbeute zu erzielen. Nach
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Isopropanolfällung der eluierten DNA erfolgte die Zentrifugation der ausgefällten Cosmid-
DNA in 30 ml Sorvallglaszentrifugengefäßen im Ausschwenkrotor HB-4 (Sorvall) bei
10.000 rpm, 4°C für 30 min. Durch diese Modifikationen des Herstellerprotokolls konnte
die Ausbeute aus 500 ml Kultur auf 200 bis 600 µg DNA erhöht werden.
2.3.16 Isolierung der RNA aus murinen Lymphozyten
Für die Isolierung der RNA aus murinen Lymphozyten wurde das Qiagen RNeasy Mini
System mit Qiagen RNase-freier DNase verwendet.
Für die Isolierung aktivierter Lymphozyten wurde eine weibliche C57Bl/6 Maus subkutan
an der Schwanzbasis mit 100 µl kompletten Freund´schem Adjuvant (1:2 verdünnt mit
PBS, Sigma) immunisiert. Vier Tage später wurde die Milz isoliert und mit Hilfe eines
Zellsiebes (70 µm Porendurchmesser, Becton Dickinson) eine Einzelzellsuspension der
Milzzellen hergestellt. Die Zellsuspension wurde in ein neues 15 ml Röhrchen (Greiner)
überführt und 10 min bei 230 xg, RT zentrifugiert. Das Pellet wurde in einem 1ml MEM
(Gibco BRL) mit 1 % Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin resuspendiert. Zur Auf-
reinigung der Lymphozyten aus der Zellsuspension wurden die Zellen mit Hilfe einer
Pasteurpipette mit 3 ml Ficoll Paque (Amersham) unterlegt. Die Ficoll/Zellsuspension
wurde für 30 min bei 575 xg, 4°C zentrifugiert. Anschließend wurden die Lymphozyten,
die sich in der Interphase befanden, vorsichtig abgezogen und in ein neues 15 ml Röhrchen
überführt. Um restliches Ficoll zu entfernen, wurden die Lymphozyten dreimal mit 10 ml
PBS (150 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4, 3 mM KCl, 1,47 mM KH2PO4) gewaschen. Nach
dem dritten Waschschritt erfolgte die Isolierung und Aufreinigung der RNA aus den
Lymphozyten nach Herstellerangaben.
2.3.17 Erststrang cDNA-Synthese
Die Erststrang cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe der SuperScript II RNase H- Reverse
Transkriptase (Invitrogen) und Oligo(dT)18-Primern. Als Matrize wurde die unter 2.3.16
isolierte RNA verwendet. Die cDNA-Synthese wurde nach Herstellerangaben
durchgeführt, allerdings wurde statt eines 20 µl Ansatzes ein 50 µl Ansatz mit 8 µl RNA
verwendet.
2.3.18 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Alle Oligonukleotid-Primer (Gibco BRL) in Tab. 2.1 wurden mit Hilfe von VectorNTI
(InforMax, Inc.) wenn möglich so konstruiert, daß sie mindestens mit ca. 20 Nukleotiden
an der Template-DNA hybridisieren, einen GC-Gehalt von etwa 50 % aufweisen, an dem
3´-Ende mit zwei Gs oder Cs abschließen, die Primerpaare keine Sekundärstrukturen
ausbilden und sich in ihrer theoretischen Schmelztemperatur nur um wenige °C unter-
scheiden. Für die Konstruktion des adenoviralen Cosmidvektors mit dem HPV-16 L1p∆C-
Gen, das ein C-terminal um 34 Aminosäuren deletiertes HPV-16 L1 mit einer für die
Expression in Pflanzen optimierten codon usage enthält, wurde der entsprechende HPV-16
L1p-Bereich mittels PCR aus dem Plasmid pBS-II-L1p amplifiziert. Für die Klonierung
des HPV-16 E7mut in die bicistronische Expressionskassette wurde das Gen aus dem
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Plasmid pCMV-E7mut amplifiziert. Die Oligonukleotid-Primer für diese PCR-Reaktion
wurden von T. Jacobs (GBF, Braunschweig) bereitgestellt.
Tab. 2.1: Oligonukleotid-Primerpaare für die Amplifikation von HPV-16 L1p∆C, E7mut sowie die
Gene der kostimulatorischen Moleküle. Die Restriktionsschnittstellen für NheI in den
5´- bzw. XhoI in den 3´-Primern für die Amplifikation der kostimulatorischen Moleküle

















































Für die Amplifikation der Gene der kostimulatorischen Moleküle wurden anhand der
GenBank-Sequenzeinträge (CD40: M83312, CD40L: X65453, 4-1BB: J04492, 4-1BBL:
L15435) spezifische Oligonukleotid-Primerpaare entwickelt.
Die Primer für die Amplifikation von HPV-16 L1p∆C und E7mut wurden vor der PCR mit
Hilfe der T4 Polynukleotid-Kinase (New England Biolabs) nach Herstellerangaben
phosphoryliert.
Für alle PCR-Ansätze wurde die PLATINUM Pfx-DNA-Polymerase (Invitrogen) in
einem 50 µl Ansatz verwendet, der sich wie folgt zusammensetzte:
1 µl Template-DNA (1/100 Verdünnung der Plasmid-DNA)
5 µl 10x Pfx Amplifikationspuffer
1 µl 50 mM MgSO4
1,5 µl 10 mM dNTPs
1 µl Primer-Mix (je 20 pMol/µl)
0,5 µl PLATINUM Pfx-DNA-Polymerase (2,5 U/µl)
40 µl H2O.
Verwendetes PCR-Programm, wobei X die jeweilige Schmelztemperatur (Tab. 2.1)
darstellt : 1 Zyklus 94°C, 5 min
25 Zyklen 94°C, 1 min; X °C, 1 min; 68°C, 1,5 min
1 Zyklus 68°C, 10 min
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Bei der Amplifikation der kostimulatorischen Moleküle wurden statt der 25 Zyklen im
Standardprogramm 35 Zyklen verwendet.
2.3.19 Zero Blunt TOPO PCR Klonierungssystem
Um bei Bedarf auch sehr geringe Mengen an PCR-Produkten zu sichern und in E. coli
amplifizieren zu können, wurde das Zero Blunt TOPO PCR Klonierungssystem von
Invitrogen verwendet. Durch die Verwendung dieses Klonierungssystems konnten die
inserierten PCR-Fragmente anschließend mit allgemeinen Sequenzierungsprimern
sequenziert werden. Die Klonierung der amplifizierten Gene für kostimulatorische
Moleküle in pCR-BluntII-TOPO (Invitrogen) erfolgte nach Herstellerangaben.
2.3.20 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzen der durch PCR amplifizierten Gene wurden durch DNA-Sequenzierung
verifiziert. Für die Sequenzierung wurde der Applied Biosystem ABI PRISM Kapillar-
sequenzer (Perkin Elmer Applied Biosystems) verwendet. Die Sequenzierung erfolgte nach
der ABI PRISM Big Dye Terminator Thermocycle Methode. Die zu sequenzierende
Plasmid-DNA wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep System (QIAGEN) nach Hersteller-
angaben isoliert und aufgereinigt. Die Sequenzierungsreaktion sowie die anschließende
Aufarbeitung der Sequenzierungsproben wurden nach dem Protokoll von Applied
Biosystems durchgeführt, wobei sich der Sequenzierungsansatz wie folgt zusammensetzte:
200-500 ng Plasmid-DNA
4 µl ABI PRISM Big Dye mit Ampli Tag FS Sequenzierungs-
lösung
1 µl Sequenzierungsprimer (3,2 pMol/µl, Tab. 2.2)
mit H2O auf 20 µl Gesamtvolumen
Die Sequenzierungsprimer für HPV-16 L1p∆C und E7mut wurden mit VectorNTI
(InforMax, Inc.) konstruiert. Für die Gene der kostimulatorischen Moleküle wurden die im
Zero Blunt TOPO PCR Klonierungssystem (Invitrogen) enthaltenden
Sequenzierungsprimer (M13 forward und M13 reverse) verwendet.
Tab. 2.2: Primer für die Sequenzierung von HPV-16 L1p∆C, HPV-16 E7mut sowie die Gene der
kostimulatorischen Moleküle.
PCR-Produkt 5´-Sequenzierungsprimer 3´-Sequenzierungsprimer






HPV-16 E7mut 5´TCCAAAATGTCGTAACAACTCCGC3´ 5´TCTGGGGTGGGTACA3´
kostim. Moleküle M13 rev: 5´CAGGAAACAGCTATGAC3´ M13 forward: 5´GTAAAACGACGGCCAG3´
Für die DNA-Sequenzierungsreaktion wurde folgendes PCR-Programm benutzt:
25 Zyklen 96°C, 30 sec; 50°C, 15 sec; 60°C, 4 min
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2.4 Methoden für die Kultur eukaryontischer Zellen
Alle Arbeiten mit den unten genannten Zellinien und primären Zellen wurden unter einer
sterilen Werkbank (Cleanbench) durchgeführt. Die verwendeten Lösungen und Medien
wurden nach Zugabe der jeweiligen Zusätze vor ihrer ersten Verwendung mit einer
Filtrationseinheit (0,2 µm; Nalgene) sterilfiltriert. Für die Kultivierung der Zellen wurden
sterile Zellkulturflaschen (Nuncleon) verwendet. Alle Zellen wurden bei 37°C und 5 %
CO2-Gehalt im Zellkulturbrutschrank (Heraeus) kultiviert.
2.4.1 Zellinien
293LP: humane embryonale Nieren-Zellinie, Microbix Biosystems Inc.
A549: Zellinie aus einem humanen Lungenkarzinom, ATCC CCL-185
EL4.E7: E7-exprimierende murine Thymoma-Zellinie(H-2b)297
EL4.A2.1: murine Thymoma-Zellinie (H-2b), die A2.1Kb exprimiert276
2.4.2 Kulturmedien und Lösungen
Alle Reagenzien wurden in deionisiertem Wasser einer Milli-Q-Filtrationsanlage
(Millipore) gelöst und sterilfiltriert (Porengröße 2 µm).















FCS: Das fötale Kälberserum (Bio-Whittaker bzw. CSL) wurde vor
Gebrauch für 1 h bei 56°C inkubiert und in Aliquots bei -20°C
gelagert.
100x Glutamin: 29,23 g/l L-Glutamin (200 mM); diese Stammlösung wurde in
Aliquots bei -20°C aufbewahrt.
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100x Pen/Strep: 6,06 g/l Ampicillin (10000 U/ml) + 10 g/l Streptomycin
Zum Lösen mit NaOH auf pH 7,0 einstellen und in Aliquots bei
-20°C lagern.
100x β-ME 35 µl β-ME (14,3 M, Merck) pro 10 Liter RPMI1640
gebrauchsfertige Aliquots wurden bei -20°C gelagert










Lösung B: 1 g CaCl2x2 H2O auf 100 ml
Lösung C: 1 g MgCl2 auf 100 ml
PBS++ setzt sich zusammen aus:
88 ml H2O
10 ml Lösung A
1 ml Lösung B
1 ml Lösung C
TEP: 0,075 % Trypsin (Gibco BRL)
6,25 mM EDTA in PBS
2xHEBS: 300 mM NaCl
40 mM HEPES
10 mM KCl
14 mM Na2HPO4 pH 7,5
2.5 M CaCl2 : 367,55 g/l CaCl2xH2O
2.4.3 Zellzahlbestimmung
Die Zellzahl wurde mit einer Lebendfärbung mit einer 0,4 %igen Trypanblau-Lösung
(Sigma) in einer Zählkammer (Neubauer) bestimmt. Die Auszählung erfolgte in zwei bis
vier Großquadraten mit je 16 Quadraten (Tiefe 0,1 mm, Seitenlänge 0,25 mm). Die
Zelldichte wurde nach folgender Formel bestimmt:
Zellen/ml
   teGroßquadraer ausgezählt Anzahl
10sfaktor x Verdünnung x  Zellzahlgezählte     4 =
Material und Methoden 50
2.4.4 Passagieren von Zellen
Bei Erreichen der Konfluenz wurden die adhärenten 293LP und A549 Zellen in
Verdünnungen zwischen 1:4 und 1:10 umgesetzt. Zum Passagieren wurde das Medium
abgezogen, die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend TEP zugegeben. Nach
einigen Minuten lösten sich die Zellen sichtbar von der Zellkulturoberfläche ab, was durch
Abschlagen unterstützt wurde. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde Medium mit FCS
zugegeben und die Zellen durch Pipettieren suspendiert. Die Zellsuspension wurde in
frischem Medium verdünnt und in neue Zellkulturflaschen überführt.
2.4.5 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen
Für die Konservierung sollten sich die Zellen gerade am Ende der exponentiellen
Wachstumsphase befinden. Adhärente Zellen wurden nach 2.4.4 abtrypsiniert. Die
abgelösten Zellen bzw. Suspensionszellen wurden 5 min bei 150 xg, 4°C zentrifugiert,
einmal mit Medium gewaschen und erneut wie oben beschrieben zentrifugiert.
Anschließend wurde das Pellet in vorgekühltem (4°C) Einfriermedium (90 % FCS, 10 %
DMSO) aufgenommen und das Volumen so eingestellt, daß die Endkonzentration
2x106 Zellen/ml betrug. In 1 ml Aliquots wurde die Zellsuspension auf Kryoröhrchen
verteilt und die Zellen über Nacht bei -70°C gelagert. Nach der Lagerung bei -70°C
wurden die Zellen in einem Aufbewahrungsbehälter mit flüssigem Stickstoff überführt.
Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem flüssigen Stickstoff entnommen und in einem
37°C-Wasserbad unter kontinuierlichem Schwenken aufgetaut. Die Zellsuspension wurde
mit 5 ml vorgewärmten Medium verdünnt und 5 min bei 150 xg, 4°C abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde zweimal mit Medium gewaschen und anschließend wurden
1,5x107 Zellen in eine mittlere Kulturflasche (75 cm2, Nuncleon) überführt und bei 37°C
kultiviert.
2.4.6 Transfektion (Calciumphosphat-Kopräzipitation)
Die Herstellung der adenoviraler Vektoren mit der nicht regulierbaren Expressionskassette
erfolgte durch Transfektion von 293LP Zellen mit der Cosmid-DNA.
Zwei Tage vor der Transfektion wurden 293LP Zellen in 75 cm2 Zellkulturflaschen
(Nuncleon) ausgesät, so daß die Zellen am Tag der Transfektion zu 80-90 % Konfluenz
erreicht hatten. Vier Stunden vor der Transfektion wurde ein Medienwechsel in DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's medium, Gibco BRL) mit 10 % FCS (Bio-Whittaker), 1 %
Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin durchgeführt. Die Transfektion erfolgte durch Cal-
ciumphosphat-DNA-Kopräzipitation. Das eingesetzte Präzipitatvolumen betrug 1/10 des
Gesamtkulturvolumens und wurde in zwei Polystyrolröhrchen angesetzt. Bei der Trans-
fektion von Zellen in einer 75 cm2 Zellkulturflasche wurden in das erste Polystyrolröhr-
chen 1,25 ml 2x HEBES-Puffer (300 mM NaCl, 40 mM HEPES, 10 mM KCl, 14 mM
Na2HPO4 pH 7,4) vorgelegt. In das zweite Polystyrolröhrchen wurden 20 µg DNA, 125 µl
2,5 M CaCl2 (Endkonzentration 0,125 M) und 1105 µl Wasser vorgelegt. Unter Vortexen
wurde der Inhalt des zweiten Röhrchens tröpfchenweise in den HEBES-Puffer pipettiert
und das Präzipitat für eine Stunde bei RT inkubiert. Anschließend wurde das Präzipitat mit
der Glaspipette resuspendiert und auf die Zellen gegeben. Die transfizierten Zellen wurden
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über Nacht im Zellkulturschrank inkubiert und am nächsten Tag ein Medienwechsel zu
MEM mit 5% FCS, 1 % Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin durchgeführt. Die
Transfektionseffizienz von EGFP-exprimierenden Konstrukten wurde am Tag 3 nach der
Transfektion am Fluoreszenzmikroskop (2.5.6) abgeschätzt.
2.4.7 Kotransfektion
Zur Herstellung replikationsdefizienter Vektoren mit regulierbarer Transgen-Expression
wurde das für den Tetracyclin-Repressor codierende Plasmid pcDNA6/TR (InvitrogenTM)
simultan mit den jeweiligen adenoviralen Cosmiden in 293LP Zellen transfiziert.
Für die Kotransfektion in 293LP Zellen, wie unter 2.4.6 beschrieben, wurde ein molares
Verhältnis von Cosmid-DNA zu pcDNA6/TR von 1:6 gewählt, um sicherzustellen, daß
alle mit dem adenoviralen Cosmidvektor transfizierten Zellen gleichzeitig mit mindestens
einem Repressorplasmid transfiziert wurden. Die Transfektions- oder Repressionseffizienz
des Systems von EGFP-exprimierenden Konstrukten wurde fluoreszenzmikroskopisch
kontrolliert.
2.4.8 Isolierung und Kultivierung muriner dendritischer Zellen
Die Isolierung der dendritischen Zellen erfolgte aus dem Knochenmark von Mäusen. Dafür
wurden Femur und Tibia isoliert und das Knochenmark mit Serum-freien RPMI 1640-
Medium (Gibco BRL) mit 1 % Glutamin, 50 µM β-ME und 1 % Penicillin/Streptomycin
ausgespült. Mit Hilfe eines Zellsiebes (70 µm Porendurchmesser, Becton Dickinson)
wurde eine Einzelzellsuspension der Knochenmarkszellen hergestellt. Die Zellsuspension
wurde dann in ein neues 50ml Röhrchen (Greiner) überführt und für 10 min bei 230 xg, RT
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Erythrozyten-Lysispuffer pH 7,2 (17 mM
Tris/HCl pH 7,6, 150 mM NH4Cl) mit 10 % FCS (Bio-Whittaker bzw. CSL) resuspendiert,
für 30 min auf Eis inkubiert und anschließend für 10 min bei 230 xg, RT zentrifugiert. Der
Überstand wurde verworfen und die Zellen in 10 ml RPMI 1640-Medium (Gibco BRL)
mit 10 % FCS (Bio-Whittaker bzw. CSL), 1 % Glutamin, 50 µM β-ME und 1 % Penicillin/
Streptomycin resuspendiert. Die Lebendzellzahl wurde mittels einer Trypanblau-Färbung
bestimmt und die Zelldichte auf 1,5-2x106/ml mit Medium eingestellt. Nach Zugabe von
0,5 ng/ml murinem GM-CSF (Peprotech, Inc.) und 1 ng/ml murinem IL-4 (Peprotech, Inc.)
wurden die Zellen im Inkubator bei 37°C, 5 % CO2 kultiviert. Alle zwei Tage wurden
75-80 % des RPMI-Mediums vorsichtig abgezogen, in ein neues 50 ml Röhrchen (Greiner)
überführt und für 10 min bei 230 xg, RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde im
entsprechendem Volumen RPMI 1640-Medium (Gibco BRL) mit 10 % FCS
(Bio-Whittaker bzw. CSL), 1 % Glutamin, 50 µM β-ME, 1 % Penicillin/Streptomycin,
0,5 ng/ml murinem GM-CSF und 1 ng/ml murinem IL-4 resuspendiert, zurück zur
restlichen Kultur gegeben und die Zellen weiterkultiviert.
Am Tag 4 der Kultur erfolgte die Infektion der Zellen mit den replikationsdefizienten
Adenoviren (2.4.9).
Zwischen Tag 6 und Tag 10 der Kultivierung zeigten 40-70 % der Zellen die typische
Morphologie von dendritischen Zellen. Für die Analyse der dendritischen Zellen im FACS
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(2.6.5), die Expressionsanalysen (2.6.4) sowie die Immunisierung der Mäuse (2.7.1)
wurden die nicht adhärenten und leicht adhärenten Zellen verwendet.
2.4.9 Infektion muriner dendritischer Zellen
Am Tag 4 nach der Isolation der Knochenmarkszellen zur Generierung dendritischer
Zellen (2.4.8) erfolgte die Infektion mit den replikationsdefizienten Adenoviren. Für die
Infektion wurden von den jeweiligen CsCl-gereinigten bzw. dialysierten Adenovirusstocks
Verdünnungen mit der gewünschten multiplicity of infection (MOI) in PBS mit 2 % FCS
(Bio-Whittaker bzw. CSL) in einem Gesamtvolumen von 1/10 des Kulturvolumens einge-
setzt. Dafür wurde das gesamte RPMI-Medium abgezogen, in ein neues 50 ml Röhrchen
(Greiner) überführt und für 10 min bei 230 xg, RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
der jeweiligen Virusverdünnung oder in PBS/2 % FCS (Mock) aufgenommen, zurück zur
Kulturflasche gegeben und für 1 h auf dem Rocker inkubiert. Anschließend wurde durch
Zugabe von RPMI 1640-Medium (Gibco BRL) mit 10 % FCS (Bio-Whittaker bzw. CSL),
1 % Glutamin, 50 µM β-ME, 1 % Penicillin/Streptomycin, 0,5 ng/ml murinem GM-CSF
und 1 ng/ml murinem IL-4 die Kultur auf das jeweilige Ausgangsvolumen aufgefüllt und
die Zellen bei 37°C, 5 % CO2 im Inkubator weiterkultiviert.
Für den Expressionsnachweis der HPV-16 Proteine und der kostimulatorischen Moleküle
nach der Infektion mit den entsprechenden adenoviralen Vektoren wurde das Zellpellet der
dendritischen Zellen am Tag 4 nach der Isolation in 1-2 ml PBS/2 % FCS resuspendiert
und Aliquots in jeweils eine Kammer der 8er Kammerdeckgläschen (LabTek, Nuncleon)
transferiert. Die Infektion mit den adenoviralen Vektoren erfolgte wie oben beschrieben.
2.4.10 Infektion humaner dendritischer Zellen
Humane dendritische Zellen wurden aus 60ml peripherem Blut über Ficoll-Gradienten
isoliert (K. Dittmar, GBF). Am Tag 4 nach der Isolation wurde ein Teil der Zellen aus
großen Zellkulturflaschen (175 cm2, Nuncleon) in 4er Kammerdeckgläschen (LabTek,
Nuncleon) umgesetzt. Das Medium wurde dazu abgezogen und die Zellen für 10 min bei
230 xg abzentrifugiert. Die in den Zellkulturflaschen verbliebenen adhärenten Zellen wur-
den zweimal mit je 20 ml PBS mit 5mM EDTA gewaschen und für 30 min auf Eis
inkubiert. Alle Lösungen wurden mit dem zuvor abzentrifugierten Zellpellet vereinigt.
Nach Zentrifugation für 10 min bei 230 xg wurde das Gesamtzellpellet zweimal mit
jeweils 10 ml RPMI-1640 gewaschen und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt in
20 ml RPMI-1640/10 % FCS mit IL-4 (1:1000) und GM-CSF (1:1000) aufgenommen.
1/40 der resuspendierten Zellen wurden nach Zentrifugation bei 230 xg, 10 min, 4°C in
jeweils 200 µl der Virusverdünnung (1:1000 Verdünnungen der CsCl-gereinigten
Adenovirusstocks) oder in 200 µl PBS/2 % FCS (Mock-Infektion) resuspendiert und in
jeweils eine Kammer des 4er Kammerdeckgläschen (LabTek, Nuncleon) transferiert. Die
Zellen wurden für eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Rocker inkubiert.
Anschließend wurden 800 µl RPMI-Medium mit 10 % FCS, GM-CSF (1:1000) und IL-4
(1:1000) zugegeben und die Zellen bei 37°C, 5 %CO2 kultiviert. Für immunozyto-
chemische Färbungen wurden die Zellen zwei Tage nach der Infektion mit Formaldehyd
(3 % Endkonzentration) fixiert und mit PBS gewaschen, wie unter 2.6.4 beschrieben.
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2.5 Methoden zur Herstellung replikationsdefizienter
Adenoviren
Nach Transfektion der 293LP mit der adenoviralen Cosmid-DNA wurden die Transfekti-
onsansätze regelmäßig fluoreszenzmikroskopisch auf Plaquebildung untersucht. Alle
5-6 Tage wurde ein Medienwechsel in MEM mit 5 % FCS, 1 % Glutamin, 1 % Penicillin/
Streptomycin durchgeführt. Die ersten adenoviralen Plaques wurden zumeist zwischen Tag
10 und Tag 14 identifiziert.
2.5.1 Replikationsdefiziente rekombinante Adenoviren
Folgende rekombinante Adenoviren mit mono- bzw. bicistronischer Expressionskassette in
der deletierten E1-Region für diese Arbeit von W. Lindenmaier (GBF, Braunschweig)
bereitgestellt:
Adegfp: Vektor mit dem egfp-Reportergen (Clontech) unter direkter
Kontrolle des CMV-Promotors;
AdRANK: Vektor mit bicistronischer Expressionskassette bestehend aus
CMV-Promotor, dem Gen für das murine RANK, IRES
(Poliovirus) und egfp (Clontech);
AdRANKL: Vektor mit bicistronischer Expressionskassette bestehend aus
CMV-Promotor, dem Gen für das murine RANKL, IRES
(Poliovirus) und egfp (Clontech).
2.5.2 Herstellung primärer Adenovirusstocks
Nach Identifikation der ersten adenoviralen Plaques wurden die transfizierten Zellen wei-
terkultiviert bis die meisten Zellen durch die EGFP-Expression nachweisbar infiziert waren
und begannen, sich durch die zytopathischen Effekte der Adenovirusproduktion von der
Zellkulturoberfläche abzulösen. Die Zellen wurden durch Schaben mit einem Zellschaber
(Nuncleon) geerntet und die Virus/Zellsuspension in ein 50 ml Röhrchen (Greiner) über-
führt. Die Zellen wurden 10 min bei 230 xg, 4°C abzentrifugiert und der Überstand in ein
neues Röhrchen überführt und bei –70°C aufbewahrt. Das Zellpellet wurde in 2,5 bis 5 ml
PBS++ pro 75 cm2 Zellkulturflasche (Nuncleon) resuspendiert. Für den Zellaufschluß
wurden drei aufeinanderfolgende freeze-thaw-Zyklen durchgeführt, indem die Suspension
bei –70°C eingefroren und anschließend im 37°C Wasserbad aufgetaut wurde. Die
Zellbruchstücke wurden durch Zentrifugation bei 345 xg, 10 min, 4°C abzentrifugiert und
das Lysat (Überstand) in ein neues 15 ml Röhrchen (Greiner) überführt. Die Lagerung
dieses als primärer Adenovirusstock bezeichneten freeze-thaw-lysates erfolgte bei –70°C.
2.5.3 Herstellung sekundärer Adenovirusstocks
Sekundäre Adenovirusstocks der verschiedenen adenoviralen Vektoren wurden angelegt,
um größere Mengen des rekombinanten Virus zu erhalten. Dazu wurde eine große
Zellkulturflasche (175 cm2, Nuncleon) mit 293LP Zellen ausgesät und die Zellen im
Inkubator bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Für die Infektion wurde das Medium
abgezogen und die Zellen mit einer 1:5 bis 1:10 Verdünnung des primären Adenovirus-
stocks in PBS mit 2 % FCS in einem Gesamtvolumen von 5 ml für 1 h auf dem Rocker bei
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RT inkubiert. Nach der Zugabe von 45 ml MEM mit 5 % FCS, 1 % Glutamin, 1 %
Penicillin/Streptomycin wurden die Zellen im Inkubator weiterkultiviert bis alle Zellen
zytopathische Effekte zeigten. Die Zellen wurden dann durch Schaben bzw. Abklopfen wie
unter 2.5.1 geerntet, bei 230 xg, 10 min, 4°C abzentrifugiert und das Zellpellet in 10 ml
PBS++ resuspendiert. Abschließend wurde durch drei freeze-thaw-Zyklen das als
sekundärer Adenovirusstock bezeichnete Viruslysat präpariert und bei –70°C gelagert.
Zum Abtrennen von Zelltrümmern wurden die sekundären Adenovirusstocks vor der
Verwendung bei 345 xg, 10 min, 4°C abzentrifugiert.
2.5.4 Präparation adenoviraler DNA
Für die Charakterisierung der hergestellten Adenoviren wurde die adenovirale DNA aus
infizierten 293 Zellen extrahiert und anschließend die Struktur des rekombinanten
Adenovirusgenoms durch Restriktionskartierung kontrolliert.
Für die Infektion wurden 293LP Zellen in einer 6-well Platte (Nuncleon) ausgesät und bis
zum Erreichen der Konfluenz bei 37°C, 5 % CO2 kultiviert. Die Zellen wurden mit einer
1:5 Verdünnung der jeweiligen primären Adenovirusstocks oder einer 1:10 Verdünnung
des sekundären Adenovirusstocks, wie unter 2.5.3 beschrieben, infiziert. Die Zellen
wurden kultiviert, bis deutlich zytopathische Effekte auftraten. Die 6-well Platte wurde
30 min unter der Cleanbench zum Absetzen abgelöster Zellen stehen gelassen und an-
schließend das Medium vorsichtig mit einer 1000µl-Pipette abgezogen. Pro Napf wurden
500 µl Pronase-Arbeitslösung (10 mM Tris/HCl pH 7,5, 10 mM EDTA, 0,5 % SDS,
0,5 mg/ml Pronase) zugegeben und für 18 h bei 37°C, 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert.
Die hochvisköse Lösung wurde in ein 15 ml Röhrchen (Greiner) überführt, ein Volumen
Phenol zugegeben und für 30 min durch Invertieren gemischt. Nach Zugabe von einem
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) wurde erneut für 15 min durch Invertieren
gemischt und zur Phasentrennung 5 min bei 1400 xg, 16°C zentrifugiert. Die obere,
wäßrige Phase wurde vorsichtig abgezogen und in ein neues 15 ml Röhrchen überführt.
Die Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) wurde wie oben beschrieben zwei-
mal wiederholt. Die DNA wurde anschließend aus dem klaren, wäßrigen Überstand nach
Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaOAc pH 7,0 und 2,5 Volumen vorgekühltem (-20°C)
absolutem Ethanol für 30 min bei –70°C gefällt. Nach Zentrifugation für 30 min bei
1400 xg, 4°C wurde das Pellet mit vorgekühltem 70 %igen Ethanol (-20°C) gewaschen
und wie zuvor zentrifugiert. Das leicht getrocknete DNA Pellet wurde abschließend in 200
µl TE-Puffer (10 mM Tris/HCl pH 7,5, 0,1 mM EDTA) über Nacht bei 4°C gelöst. Die
DNA (virale DNA und Reste von zellulärer DNA) wurde in analytischen Restriktions-
spaltungen mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen charakterisiert.
2.5.5 Herstellung CsCl-gereinigter Adenovirusstocks
Für eine Produktion wurden pro Konstrukt jeweils 32 große Zellkulturflaschen (175 cm2,
Nuncleon) 293LP Zellen ausgesät und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Die
Infektion erfolgte, wie unter 2.5.3 beschrieben, mit einer 1:10-30 Verdünnung der
jeweiligen sekundären Adenovirusstocks in PBS mit 2 % FCS in einem Endvolumen von
5 ml pro Zellkulturflasche. Die infizierten Zellen wurden weiterkultiviert bis alle Zellen
deutlich zytopathische Effekte zeigten und sich von der Zellkulturoberfläche ablösten. Die
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Zellen wurden mit einem Zellschaber oder durch Abklopfen geerntet, bei 230 xg, 4°C für
10 min in 50 ml Röhrchen (Greiner) abzentrifugiert und nach Resuspension der Zellpellets
in insgesamt 40 ml 0,1 M Tris/HCl pH 8 gepoolt. Nach Zentrifugation bei 230 xg, 4°C,
10 min wurde das Zellpellet in 30 ml 0,1 M Tris/HCl pH 8 resuspendiert und in gleicher
Weise erneut gewaschen. Anschließend wurde das Zellpellet bei 230 xg, 4°C, 10 min
abzentrifugiert, in 2 ml 0,1 M Tris/HCl pH 8 resuspendiert und bei -70°C eingefroren.
Nach einem freeze-thaw-Zyklus wurde 1/10 Volumen Natrium-Desoxycholat (5 % in H2O)
zugegeben. Die Lösung wurde durch Schwenken gemischt und für 30 min auf Eis unter
gelegentlichem Schwenken inkubiert. Zu der klaren, hochviskösen Lösung wurden 3 µl
Benzonase (Benzon Nuclease, Merck, 10.000 U/ml) zugegeben und für 60-80 Minuten bei
RT unter gelegentlichem Schwenken inkubiert, bis die Viskosität deutlich abnahm. Nach
Zentrifugation bei 460 xg, 10 min, 4°C wurde der Überstand in neues 15 ml Röhrchen
(Greiner) überführt und dabei das Volumen bestimmt. Pro 3,1 ml Virussuspension wurden
1,8 ml gesättigte CsCl-Lösung (gesättigte CsCl-Lösung in 0,1 M Tris/HCl pH 8 bei RT)
zugegeben. Die Virussuspension/CsCl-Lösung wurde in Sorvall Quick-Seal Polyallomer-
Zentrifugenröhrchen (Kapazität 5,1 ml, Bestell-Nr. 362248) überführt und mit Tris/CsCl-
Lösung (0,1 M Tris/HCl pH 8, gesättigtes CsCl, in einem Verhältnis von 3,1:1,8)
austariert. Die Röhrchen wurden mit einem Quick-Seal-Schweißgerät verschlossen und im
TLA 110 Rotor (DuPont) bei 47.000 rpm, 4°C für 13 h in der Ultrazentrifuge TL 100
(DuPont, Sorvall) zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation waren zwei Banden erkennbar. Die untere Virusbande wurde mit
einer G23-Kanüle (Becton Dickinson) abgezogen, in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt
und das Volumen bestimmt. Die Lösung wurde mit Tris/CsCl-Lösung (0,1 M Tris/HCl
pH 8, gesättigtes CsCl, 3,1:1,8) auf ein Endvolumen von 5,1 ml aufgefüllt, in Sorvall
Quick-Seal Polyallomer-Zentrifugenröhrchen transferiert, austariert und erneut wie oben
beschrieben zentrifugiert.
Nach der zweiten Zentrifugation wurde die Virusbande abgezogen, das Volumen dieser
CsCl-gereinigten Adenovirusstocks (adenoviralen high-titer stocks) bestimmt und die
Virussuspension bis zur Dialyse in Kryoröhrchen bei 4°C gelagert.
2.5.6 Dialyse CsCl-gereinigter Adenovirusstocks
Um CsCl und möglicherweise für dendritische Zellen toxische Substanzen aus den
Adenovirusstocks zu entfernen, wurden CsCl-gereinigte Adenovirusstocks dialysiert.
Für die Dialyse wurden Spectra/Por® CE DispoDialyzers® (1 ml Probenvolumen, MWCO
300.000 Dalton, Spectrum® Laboratories) nach dem Protokoll des Herstellers mit Dialyse-
puffer pH 7 (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,7 mM CaCl2, 0,5 mM MgCl2) gewaschen,
mit 800 µl CsCl-gereinigtem Adenovirusstock befüllt und dreimal (2 h, 4 h, über Nacht)
gegen 500 ml Dialysepuffer dialysiert. Anschließend wurde die Virussuspension
abgezogen, in ein neues 50 ml Röhrchen (Greiner) überführt und der Spectra/Por® CE
DispoDialyzers® erneut mit 800 µl CsCl-gereinigtem Adenovirusstock befüllt und wie
beschrieben dialysiert. Die Wiederverwendung der DispoDialyzers® sollte den Verlust an
Adenoviruspartikel durch unspezifische Adhäsion an die Celluloseester-Membran
verringern. Bei der Dialyse fielen Viren aus, die durch die Veränderung des Dialysepuffers
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auf 500 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 1 mM KCl und pH 7,8 und Inkubation über
Nacht bei 4°C wieder gelöst werden konnten. Dies wurde durch elektronenmikroskopische
Analysen überprüft. Abschließend wurde das Volumen der dialysierten Virussuspension
bestimmt und zur Lagerung bei –70°C in Kryoröhrchen aliquotiert.
2.5.7 Bestimmung des Titers der dialysierten CsCl-gereinigten
Adenovirusstocks
Die Titer der dialysierten Adenovirusstocks wurden durch Doppelbestimmung nach
Infektion von 293LP ermittelt.
In 24-well Platten (Nuncleon) wurden 293LP Zellen ausgesät und bis zur Konfluenz im
Inkubator bei 37°C, 5 % CO2 kultiviert. In PBS mit 2 % FCS wurden von den Virusstocks
Verdünnungen von 10-3 bis 10-14 angesetzt. Für die Infektion der 293LP Zellen wurde das
Medium abgezogen, 200 µl der jeweiligen Verdünnung zu den Zellen pipettiert und für 1 h
bei RT auf dem Rocker inkubiert. Anschließend wurde pro Napf 1 ml MEM mit 5 % FCS,
1 % Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin zugegeben und die Zellen bei 37°C, 5 %
CO2 inkubiert. Die Auswertung und Bestimmung des Titers erfolgte fluoreszenzmikrosko-
pisch am Tag 10 nach der Infektion durch Auszählung der EGFP-positiven, viralen
Plaques. Unter Berücksichtigung der Verdünnungsstufe und des eingesetzten Volumens für
die Infektion errechnete sich der Titer in plaque forming units per ml (PFU/ml).
2.5.8 Fluoreszenzmikroskopie zum Nachweis der EGFP-Expression
Der Nachweis der EGFP-Expression erfolgte mit einem Standardfluoreszenzmikroskop
(Umkehrmikroskop, Zeiss) unter Anregung der Fluoreszenz mit einer Quecksilberdampf-
kurzbogenlampe (HBO 50W). Die für die Detektion der EGFP-Fluoreszenz spezifischen
Emission wurde durch Verwendung eines FITC-Filtereinsatzes (Bandpaßfilter 450-490,
Farbteiler 510, Langpaßfilter 520) erzielt, da EGFP blaues Licht mit einem Maximum bei
490 nm absorbiert und grünes Licht mit einem Maximum von 540 nm emittiert.
2.6 Nachweis der Transgen-Expression
Die Expression der HPV-16 Proteine und Fusionsproteine wurde durch Western-Blot und
immunozytochemische Färbungen verifiziert. Die Expression der kostimulatorischen
Moleküle wurde durch immunozytochemische Färbungen nachgewiesen.
2.6.1 Präparation der Zellysate
Für den Nachweis der Expression der HPV-16 Proteine und Fusionsproteine durch
Western-Blot wurden 293LP Zellen oder A549 Zellen in Zellkulturflaschen (75 cm2 bzw.
175 cm2) ausgesät und bis zur Konfluenz im Inkubator kultiviert. Die Infektion der Zellen
erfolgte wie unter 2.5.3 beschrieben mit einer 1:1000 Verdünnung des CsCl-gereinigten
Adenovirusstocks oder einer 1:5 Verdünnung der sekundären Adenovirusstocks in PBS mit
2 % FCS. Nach Infektion wurden die Zellen für 2 Tage weiterkultiviert. Die Zellen wurden
durch Abklopfen und vorsichtiges Schaben mit dem Zellschaber geerntet, in ein neues
50 ml Röhrchen (Greiner) überführt und bei 460 xg, 10 min, 4°C abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen, wie oben abzentrifugiert und
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anschließend bei –20°C eingefroren. Nach etwa 15 min wurden die Pellets bei RT aufge-
taut und in 600 µl eiskaltem Extraktionspuffer (50 mM HEPES pH 7,4, 100 mM NaCl,
1 % Triton-X100, 0,5 % DOC, 5 mM EDTA) aufgenommen und bis zur Verwendung bei
-20° gelagert.
2.6.2 SDS-Gelelektrophorese
Nach Auftauen der eingefrorenen Zellysate (2.6.1) im 37°C Wasserbad erfolgte deren
Zentrifugation bei 10.000 xg, 15 min, 4°C. Das Pellet wurde in 1 ml reduzierenden 5x
Laemmlipuffer (320 mM Tris/HCl pH 6,8, 6,5 % SDS, 50 % Glycerin, 6,5 % ß-Mercapto-
ethanol, 0,25 % Bromphenolblau) resuspendiert und für 5 min bei 95°C inkubiert. Der
Überstand wurde 1:1 in reduzierendem 5x Laemmlipuffer verdünnt und ebenfalls für 5 min
bei 95°C denaturiert.
Tab. 2.3: Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele
SDS-PAGE-Gel 6 M Harnstoff SDS-PAGE-Gel
12,5 % Trenngel 5 % Sammelgel 7,5 % Trenngel 15 % Trenngel 5 %
Sammelgel
Harnstoff ---- ---- 4,32 g 4,32 g 1,44 g
AA-Bis1 5 ml 0,64 ml 3 ml 6 ml 0,64 ml
Lower-Tris2 4 ml ---- 4 ml 4 ml ----
Upper-Tris3 ---- 1 ml ---- ---- 1 ml
H2O 3 ml 2,36 ml 3,5 ml (ad 12 ml) 0,5 ml (ad 12 ml) 2 ml
TEMED 9,6 µl 6,4 µl 9,6 µl 9,6 µl 9,6 µl
40 % APS4 28,8 µl 20 µl 28,8 µl 28,8 µl 20 µl
1 AA-Bis: 30 % Acrylamid, 0,75 % BIS-Acrylamid;
2 Lower-Tris: 1,5 M Tris, 0,4 % SDS, pH 8,8;
3 Upper-Tris: 0,5 M Tris, 0,4 % SDS, pH 6,7;
4 40 % APS: 400 mg/ml Ammoniumpersulfat in H2O
Zur Bestimmung der Proteinmengen wurden jeweils 10 µl der Proben auf ein SDS-PAGE-
Gel (5 % Sammelgel, 12,5 % Trenngel, siehe Tab. 2.3) gemeinsam mit 10 µl eines high-
range molecular weight und low-range molecular weight Markers (Gibco BRL)
aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei einer konstanten Stromstärke
von 30 mA in 1x SDS-Laufpuffer (230 mM Tris/HCl, 0,1 % SDS, 80 mM Glycerin, 2 mM
EDTA) für ca. 1,5 h bis die Bromphenolblaubande das Gelende erreicht hatte. Die Protein-
gele wurden anschließend mit Coomassie-Brilliant Blau gefärbt, entfärbt und getrocknet.
Für die Western-Blotanalyse wurden etwa gleiche Proteinmengen auf ein 7,5 % 6 M
Harnstoff SDS-PAGE-Gel für den indirekten HPV16 L1-spezifischen Nachweis oder auf
ein 15 % 6 M Harnstoff SDS-PAGE-Gel für den indirekten HPV16 E7-spezifischen
Nachweis aufgetragen und die Proteine unter gleichen Bedingungen elektrophoretisch
getrennt.
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2.6.3 Western-Blot
Der Western-Blot wurde im semi-dry Verfahren durchgeführt. Das SDS-PAGE Gel sowie
die PVDF-Membran wurden für 10 min in semi-dry Blotpuffer (20 % v/v Methanol,
192 mM Glycin, 25 mM Tris/HCl) äquilibriert und anschließend im Sandwich-Verfahren
zwischen jeweils 2 Lagen in Blotpuffer angefeuchtetem 3MM Papier zusammengelegt.
Der Transfer erfolgte für 1,5 h bei 5 mA/cm2. Die Membran wurde dreimal 5 min in
T-PBS (PBS mit 0,05 % Tween-20) gewaschen und anschließend für 2 h bei RT oder über
Nacht bei 4°C in Blockpuffer (T-PBS mit 5 % Ovalbumin und 3 % BSA) abgesättigt. Nach
drei Waschschritten für 10 min in T-PBS wurde die Membran mit einem 1:1000 in T-PBS
mit 3 % Ziegenserum (Immunex) verdünnten monoklonalen mouse-anti-HPV-16 L1 Anti-
körper (CamVir-1, Research Diagnostics Inc) oder mit einer 1:1000 Verdünnung eines
Mixes aus zwei monoklonalen mouse-anti-HPV-16 E7 Antikörpern (von R. Tindle,
SASVRC) für 1,5 h auf dem Rocker bei RT inkubiert. Die Membran wurde anschließend
erneut dreimal in T-PBS für jeweils 10 min gewaschen und für 1,5 h mit einer 1:2000
Verdünnung des sekundären goat-anti-mouse Antikörpers (Peroxidase (PO)-gekoppelt,
Dianova) in T-PBS mit 3 % Ziegenserum (Immunex) inkubiert. Vor der Visualisierung
wurde die Membran erneut dreimal für jeweils 10 min in T-PBS gewaschen. Die
Visualisierung erfolgte mit Hilfe des ECL+ Westernblotting Detektionssystems
(Amersham) nach Herstellerangaben.
2.6.4 Immunozytochemische Färbungen
Die Expression der HPV-16 Sequenzen wurde neben dem Nachweis durch Western-Blot
auch durch immunozytochemische Färbungen von infizierten A549 Zellen, murinen sowie
humanen dendritischen Zellen verifiziert. Für diese Färbungen wurde das universelle
Immunostainingsystem von Immunotech mit alkalischer Phosphatase-gekoppeltem Strep-
tavidin verwendet. Der indirekte Nachweis der Expression der kostimulatorischen
Moleküle nach Infektion von A549 Zellen mit den entsprechenden adenoviralen Vektoren
erfolgte ebenfalls durch immunozytochemische Färbungen. Für diese Färbungen wurde
Streptavidin, gekoppelt mit einem Fluorochrom (Cy3), für den fluoreszenzmikrosko-
pischen Nachweis der kostimulatorischen Moleküle benutzt (Tab. 2.4).
Für die immunozytochemischen Färbungen wurden A549 Zellen in 8er Kammerdeck-
gläschen (LabTek, Nuncleon) ausgesät und bis zur Konfluenz im Inkubator kultiviert. Bei
der Verwendung von murinen oder humanen dendritischen Zellen wurden die Zellen am
Tag 4 nach der Isolation wie unter 2.4.8 bzw. 2.4.9 beschrieben geerntet und in Kammer-
deckgläschen (LabTek, Nuncleon) umgesetzt. Die Infektion der Zellen erfolgte wie unter
2.5.3 beschrieben mit einer 1:1000 Verdünnung des CsCl-gereinigten Adenovirusstocks
oder einer 1:5 Verdünnung der sekundären Adenovirusstocks in PBS mit 2 % FCS. Nach
der Infektion für 1 h auf dem Rocker wurden die Zellen für 2 Tage weiterkultiviert. Für die
immunozytochemischen Färbungen wurden die Zellen durch die direkte Zugabe einer
Paraformaldehydlösung (18 %ige Stammlösung in PBS, Endkonzentration 3 %) ins
Medium und Inkubation für 30 min bei RT fixiert.
Für einige immunozytochemische Färbungen von murinen dendritischen Zellen wurden
Cytospins verwendet. Dafür wurden die Zellen vor der Fixierung aus den Kammerdeck-
gläschen (LabTek, Nuncleon) in Eppendorfgefäße überführt, zentrifugiert (230 xg, 10 min,
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RT) und in 100 µl PBS mit 10 % FCS resuspendiert. Die Cytospins wurden auf Objekt-
träger der Größe 76 x 26 mm in einer Cytospin 3 Zentrifuge (Shandon, Life Science
International) bei 162 xg für 10 min durchgeführt und luftgetrocknet. Anschließend
wurden die Zellen durch die Zugabe einiger Tropfen einer 3 %igen Paraformaldehyd-
lösung und Inkubation für 30 min bei RT fixiert.
Tab. 2.4: Verwendete Antikörper für die immunozytochemischen Färbungen. Die Verdünnungen
wurden in PBS mit 2 % FCS und 5 % Ziegenserum angesetzt.
Ziel-
protein
primärer Antikörper sekundärer Antikörper Streptavidin
HPV-16
E7
mouse anti-HPV-16 E7 (6D und 8F von R.
Tindle, SASVRC), 1:200 als 1:1 Mix
HPV-16
L1




mouse anti-human HLA-DR-DP-DQ (IQU9,





































Nach der Fixierung wurden die Zellen durch Inkubation in PBS mit 3 % Paraformaldehyd
und 0,05 % Triton-X 100 für 5-7 min bei RT permeabilisiert. Durch die Zugabe eines
Tropfen des Protein Blocking Agens aus dem Immunostainingsystems (Immunotech)
wurden die freien Bindungsstellen und Fc-Rezeptoren für 10 min bei RT abgesättigt. Da-
nach folgte die Inkubation der Zellen mit dem jeweiligen primären Antikörper (Tab. 2.4)
verdünnt in PBS mit 2 % FCS und 5 % Ziegenserum (Immunex) für 1 h bei RT.
Anschließend wurden die Zellen dreimal jeweils für 5 min mit PBS gewaschen und falls
notwendig für 30 min mit dem sekundären Antikörper (Tab. 2.4) inkubiert, gefolgt von
drei fünfminütigen Waschschritten mit PBS. Nun wurden die Zellen für 45 min bei RT mit
Streptavidin, gekoppelt mit alkalischer Phosphatase oder Cy3, inkubiert und dann erneut
dreimal für jeweils 5 min mit PBS gewaschen. Die Chromogen-/Substratentwicklung für
die Färbungen mit dem universellen Immunostainingsystem (Immunotech) sowie die
Gegenfärbung der Zellen mit Hämatoxilin erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.
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Abschließend wurden die Präparate mit einem Standardfluoreszenzmikroskop
(Umkehrmikroskop, Zeiss) unter Anregung der Fluoreszenz mit einer Quecksilber-
dampfkurzbogenlampe (HBO 50 W) für die Cy3-Färbungen bzw. im Durchlicht für die mit
dem Immunostainingsystem durchgeführten Färbungen untersucht und dokumentiert.
2.6.5 FACS-Messung (Durchflußzytometrie)
Zur Charakterisierung der murinen dendritischen Zellen wurde die Expression von
Oberflächenproteinen mittels Durchflußzytometrie (FACS) analysiert. Für die Färbungen
wurden die nicht adhärenten und leicht adhärenten Zellen aus den Kulturen der murinen
dendritischen Zellen (2.4.8) in ein 50 ml Röhrchen (Greiner) überführt und für 10 min bei
230 xg 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dreimal mit 5 ml RPMI 1640-Medium mit
10 % FCS gewaschen. Danach wurden die Zellen in 0,5 ml RPMI 1640-Medium mit 10 %
FCS resuspendiert und gezählt. 5x105 Zellen wurden in einen Napf einer 96-well Platte mit
rundem Boden (Nuncleon) pipettiert und für 5 min bei 130 xg und 4°C zentrifugiert. Der
Überstand wurde ausgeschlagen und das Zellpellet in 100 µl/Napf der jeweiligen
Antikörperverdünnung (Tab. 2.5) in RPMI 1640-Medium mit 10 % FCS resuspendiert und
1 h auf Eis im Dunkeln inkubiert.
Tab. 2.5: Für die FACS-Messung verwendete Antikörper. Die Verdünnungen wurden in RPMI 1640-
Medium mit 10 % FCS angesetzt.
Antikörper Firma Markierung Klon Verdünnung
anti-mouse CD11c PE HL3 1:100
anti-mouse CD11c APC HL3 1:200
anti-mouse I-Ad/I-Ed Biotin 2G9 1:100




Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 200 µl PBS pro Napf gewaschen, indem sie
zentrifugiert (5 min, 130 xg, 4°C), der Überstand ausgeschlagen und die Zellen wieder in
200 µl/Napf PBS resuspendiert wurden. Wenn der primäre Antikörper biotinyliert war,
wurden die Zellen danach mit 100 µl/Napf der verdünnten Streptavidin-Cy5 (1:100
Verdünnung in RPMI 1640 mit 10 % FCS, Dianova) für 30 min auf Eis im Dunkeln
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS gewaschen.
Nach Beendigung aller Antikörper- und Streptavidinfärbungen mit den anschließenden
Waschschritten wurden die Zellen durch Zugabe von 100 µl/Napf PBS mit 4 % Para-
formaldehyd resuspendiert und für 30 min bei RT im Dunkeln fixiert. Die Zellsuspension
wurde dann in ein FACS-Polystyrolröhrchen (Falcon) überführt und mit PBS auf ein
Endvolumen von 400 µl eingestellt.
Die Charakterisierung der gefärbten dendritischen Zellen wurde am FACS-Gerät (Becton
Dickinson Vantage mit Cell-Quest Software) durchgeführt, wobei 10.000 den Parametern
entsprechende Zellen ausgezählt wurden. Zur Darstellung der FACS-Daten wurden die
Signale in einem zweidimensionalen System als dotplot-Diagramm gezeigt. Die
Auswertung erfolgte mittels eines Schwellenwertes. Dazu wurden ungefärbte Zellen sowie
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Zellen, die nur mit dem sekundären Antikörper gefärbt wurden, als Negativkontrolle
verwendet. Basierend auf der Negativkontrolle konnte in das System ein Quadrant gelegt
und die Verteilung der dotplots quantifiziert werden.
2.7 Methoden zur Untersuchung der Immunantwort in Mäusen
Für die in vivo Experimente zur Untersuchung der HPV-16-spezifischen Immunantwort
wurden A2.1Kb-transgene Mäuse mit genetisch modifizierten dendritischen Zellen oder
einem konventionellen Peptid-Vakzin immunisiert. Die A2.1Kb-transgenen Mäuse
exprimieren ein chimäres HLA-Molekül bestehend aus der α-1 und α-2 Domäne des
HLA A*0201 und der α-3 Domäne von H-2Kb in einem H-2b Hintergrund263. Alle Mäuse
wurden unter speziellen Pathogen-freien Bedingungen gehalten, innerhalb eines Versuchs
wurden Mäuse des gleichen Geschlechts verwendet, die zwischen 7-15 Wochen alt waren.
2.7.1 Peptid- und Protein-Antigene
Im Rahmen der immunologischen Arbeit wurden verschiedene Peptide verwendet, deren
Sequenz mit den H-2Db sowie A2.1-restringierten CTL-Epitopen aus HPV-16 E7 und L1
übereinstimmten (Tab. 2.6). Diese Peptide wurden zur Immunisierung der Mäuse mit dem
Peptid-Vakzin, zur in vitro Restimulation von Milzzellen sowie zur Beladung von Zellen
für die zelluläre in vitro Restimulation und für den 51Chromium-Zytotoxizitätsassay
eingesetzt. Alle Peptide wurden mittels HPLC analysiert und Stocks mit 10 mg/ml
angesetzt, die bei -20°C gelagert wurden.
Tab. 2.6: Verwendete Peptide, die HPV-16-spezifische CTL-Epitope repräsentieren.
Peptid/
CTL-Epitop














Die Peptide der CTL-Epitope 597, 598, 599 und L1 sind minimale A2.1-restringierte
zytotoxische T-Lymphozyten- (CTL-) Epitope262,286. 8Q enthält neben dem H-2Db-restrin-
gierten CTL-Epitop261 ein mit dem CTL-Epitop überlappendes T-Helfer-Epitop,
48DRAHYNI54, sowie ein B-Zell-Epitop (44QAEPD48)298.
Zur Überprüfung der Prozessierung und Präsentation der A2.1-restringierten CTL-Epitope
in dem A2.1Kb-transgenen Modell wurde aufgereinigtes HPV-16 E7-Protein von
G. Fernando (CICR, Brisbane) zur Verfügung gestellt.
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2.7.2 Immunisierung mit dendritischen Zellen
Für die Immunisierung mit dendritischen Zellen wurden die unter 2.4.8 gewonnenen
murinen dendritischen Zellen verwendet. Dafür wurden die nicht adhärenten und leicht
adhärenten Zellen in 50 ml Röhrchen (Greiner) überführt und für 10 min bei 230 xg RT
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde insgesamt dreimal mit 5 ml PBS gewaschen und
anschließend die Zelldichte mit PBS auf 5x106/ml eingestellt. Für die Immunisierung der
Mäuse (4 Mäuse pro Gruppe) wurden pro Maus 100 µl der dendritischen Zellsuspension,
entspricht 5x105 dendritischer Zellen pro Maus, mit einer sterilen 1ml-Spritze mit einer
G21-Kanüle (Becton Dickinson) subkutan an der Schwanzbasis injiziert. Falls nicht anders
angegeben wurde 10 Tage nach der Immunisierung mit der Analyse induzierten
HPV-16-spezifischen Immunantwort begonnen.
In einigen Versuchen wurden dendritische Zellen statt subkutan intramuskulär am
Hinterbein injiziert. Dafür wurden die Mäuse vor der Immunisierung durch die Injektion
(intraperitoneal) eines Betäubungsmittelmixes (300-400 µl pro Maus) narkotisiert. Der
Betäubungsmittelmix setzte sich wie folgt zusammen:
0,5 ml Ketamil (100 mg/ml Ketamine, Ilium)
0,1 ml Xylazine (20 mg/ml Xylazine, Ilium)
5,4 ml H2O
2.7.3 Immunisierung mit dem Peptid-Vakzin als Standard bzw. mit dem
HPV-16 E7-Protein
In jedem Experiment wurde eine Gruppe von Mäusen (4 Mäuse pro Gruppe) subkutan an
der Schwanzbasis mit 100 µl pro Maus eines konventionellen Peptid-Vakzin immunisiert.
Diese Immunisierung mit einem Peptid-Vakzin diente zur Kontrolle der immunologischen
Methoden, die für die Verwendung eines Peptid-Vakzin etabliert und optimiert wurden,
sowie als Vergleich zu der Immunisierung mit dendritischen Zellen. Das Peptid-Vakzin
setzte sich pro Maus wie folgt in 100 µl PBS zusammen:
50 µg des jeweiligen Peptides (Tab. 2.6) bzw. HPV-16 E7-Protein
10 µg Quil A299
0,25 ng Tetanus Toxid (CSL)
2.7.4 In vitro Restimulation
Im Gegensatz zum IFNγ-ELISPOT (2.7.6) ist die Sensitivität des 51Chromium-Zytotoxi-
zitätsassays (2.7.5) nicht hoch genug, um die spezifische Zytotoxizität der T-Lymphozyten
gegen ein beliebiges CTL-Epitop direkt ex vivo zu messen. Durch eine in vitro Restimula-
tion der Milzzellen mit dem spezifischen Peptid kann durch die spezifische Aktivierung
der sog. memory T-Zellen zur Proliferation die Frequenz der spezifischen CTLs erhöht und
deren Funktionalität und Spezifität untersucht werden.
Für die in vitro Restimulation wurden zwei unterschiedliche Protokolle verwendet. Im
Standardprotokoll wurden die Milzzellen nach der Depletion der adhärenten
professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APC) zellulär restimuliert (2.7.4.1). Für
die zelluläre Restimulation wurden Stimulatorzellen zugegeben, die als artifizielle
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Antigen-präsentierende Zellen fungierten. Als Stimulatorzellen wurden die konstitutiv
HPV-16 E7-exprimierenden EL4.E7 oder EL4.A2.1 Zellen, die zuvor mit dem Peptid des     
CTL-Epitopes beladen wurden, verwendet. Für die in vitro Restimulation für die
A2.1-restringierten HPV-16 spezifischen CTL-Epitope L1 und 597 wurde das Standard-
protokoll modifiziert und die Milzzellen ohne Depletion der APC durch die Zugabe des
Peptides restimuliert (2.7.4.2).
2.7.4.1 Zelluläre in vitro Restimulation
Falls nicht anders angegeben wurde 10 Tage nach der Immunisierung der Mäuse mit der
in vitro Restimulation begonnen. Dafür wurde die Milz der Mäuse isoliert und mit Hilfe
eines Zellsiebes (70 µm Porendurchmesser, Becton Dickinson) von der Milz eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Die Zellsuspension wurde für 10 min bei 230 xg RT
zentrifugiert und das Pellet dreimal mit DMEM gewaschen. Anschließend wurde das
Zellpellet in 30 ml DMEM mit 10 % FCS resuspendiert, die Zellsuspension für die
APC-Depletion in eine 175 cm2 Zellkulturflasche (Nuncleon) überführt und für 90 min im
Inkubator bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert. Mit dieser Depletion sollten die adhärenten APCs
(dendritische Zellen und Makrophagen) entfernt werden. Während der APC-Depletion
wurde mit der Präparation der Stimulatorzellen (EL4.E7 oder EL4.A2.1) begonnen. Dafür
wurden die Zellen zuerst mit 20.000 rad bestrahlt, um die Proliferation der Zellinie
während der sechstägigen Restimulationsphase zu verhindern. Anschließend wurden die
bestrahlten Zellen dreimal mit DMEM gewaschen. Für die Peptidbeladung wurden die
EL4.A2.1 Zellen in 1-5 ml DMEM mit 10 % FCS resuspendiert und nach Zugabe von
10 µg/ml des Peptides wurden die Zellen für 90 min im Inkubator bei 37°C, 5 % CO2
inkubiert. Nach der Peptidbeladung wurden die Zellen dreimal mit DMEM gewaschen und
anschließend die Zelldichte der EL4.E7 und Peptid-beladenen EL4.A2.1 auf 1x106/ml
eingestellt.
Nach der APC-Depletion durch Entfernen der adhärenten Zellen wurden die Milzzellen in
ein 50 ml Röhrchen (Greiner) überführt und die Zelldichte auf 1x107/ml eingestellt. Die
zelluläre in vitro Restimulation erfolgte in einem Verhältnis von Milzzellen zu bestrahlten
Stimulatorzellen von 10:1 in 24-well Platten (Nuncleon) mit 2 ml/Napf für sechs Tage im
Inkubator bei 37°C, 5 % CO2.
2.7.4.2 In vitro Restimulation ohne APC-Depletion durch Zugabe des Peptides
Wie zuvor für die zelluläre in vitro Restimulation beschrieben, wurde, falls nicht anders
angegeben, 10 Tage nach der Immunisierung der Mäuse die Milz der Mäuse isoliert und
mit Hilfe eines Zellsiebes (70 µm Porendurchmesser, Becton Dickinson) von der Milz eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Die Zellsuspension wurde für 10 min bei 230 xg RT
zentrifugiert und das Pellet dreimal mit DMEM gewaschen. Für die in vitro Restimulation
ohne APC-Depletion durch Zugabe des freies Peptides wurden die Milzzellsuspensionen
nach dreimaligem Waschen in 10 ml DMEM mit 10 % FCS resuspendiert, die Zelldichte
auf 5x106/ml eingestellt und das jeweilige Peptid in einer Endkonzentration von 1 µg/ml
zugegeben. Die in vitro Restimulation erfolgte in 24-well Platten (Nuncleon) mit
2 ml/Napf für 6 Tage im Inkubator bei 37°C, 5% CO2.
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2.7.5 51Chromium-Zytotoxizitätsassay (CTL-Assay)
Der CTL-Assay erfolgte nach der sechstägigen in vitro Restimulation der isolierten
Milzzellen. Im CTL-Assay wurden die restimulierten Milzzellen (Effektorzellen) mit den
verschiedenen 51Cr-markierten Targetzellen im Verhältnis von 40:1 und 10:1 in 96-well
Platten in 200 µl/Napf für 6 h inkubiert und anschließend die aus Targetzellen freigesetzte
Radioaktivität als Maß der Zytotoxizität bestimmt. Als Targetzellen wurden EL4.E7, 8Q-,
598-, 597- oder L1-beladene EL4.A2.1 sowie unbeladene EL4-A2.1 verwendet.
Für die Präparation der radioaktiv markierten Targetzellen wurden jeweils 1-1,5x106
Zellen in ein 15 ml Röhrchen (Greiner) überführt und 10 min bei 230 xg RT zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 5 ml DMEM resuspendiert und erneut zentrifugiert (10 min, 230 xg,
RT). Das Zellpellet wurde in 100 µl DMEM resuspendiert und das jeweilige Peptid mit
einer Endkonzentration von 10 µg/ml zugegeben. Zur radioaktiven Markierung der Target-
zellen wurden die Zellen für 90 min mit Na251CrO4 (100 µCi pro 1-1,5x106 Zellen, ICN
Biomedicals) im Inkubator bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
8 ml DMEM mit 10 % FCS in jedes 15 ml Röhrchen pipettiert und dann mit Hilfe einer
Pasteurpipette mit 1 ml FCS unterlegt. Nach der Zentrifugation (8 min, 230 xg, RT) wurde
der Überstand ohne das FCS entfernt und das 15 ml Röhrchen zweimal mit 1 ml DMEM
gewaschen ohne das Zellpellet unter dem FCS zu resuspendieren. Das FCS wurde nach
dem zweiten Waschschritt entfernt und das Zellpellet in 1 ml DMEM mit 10 % FCS
resuspendiert. Anschließend wurde die Zelldichte auf 1x105/ml eingestellt.
Für die Präparation der Effektorzellen wurden die restimulierten Milzzellen von der
24-well Platte in ein 50 ml Röhrchen (Greiner) überführt und für 10 min bei 230 xg RT
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 5 ml DMEM gewaschen und erneut wie oben
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1ml DMEM mit 10 % FCS resuspendiert und die Zell-
dichte auf 4x106/ml eingestellt. Von der Zellsuspension mit 4x106 Zellen/ml für das 40:1
Effektor zu Target Verhältnis wurde die Zellsuspension für das 10:1 Verhältnis angesetzt.
Der CTL-Assay wurde dann in 96-well Platten mit rundem Boden (Nuncleon) angesetzt,
indem zuerst 100 µl Targetzellen (1x104 Zellen) mit Hilfe einer Multikanalpipette pro
Napf vorgelegt werden. Für die Bestimmung der spontanen 51Cr-Freisetzung der Target-
zellen wurde zu diesen Näpfen jeweils 100 µl DMEM mit 10 % FCS pipettiert. Zur Be-
stimmung der maximalen 51Cr-Freisetzung wurde zu den entsprechenden Näpfen je 100 µl
PBS mit 10 % SDS gegeben. Anschließend wurden pro Napf 100 µl Effektorzellen für das
40:1 (4x105 Effektorzellen) oder 10:1 (1x105 Effektorzellen) Verhältnis von den
entsprechenden Effektorzellsuspension pipettiert. Die 96-well Platten wurden für 5 min bei
130 xg RT zentrifugiert und für 6 h bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert. Nach dieser Inkubation
wurden die 96-well Platten erneut für 5 min bei 130 xg RT zentrifugiert. Zur Bestimmung
der aus den Targetzellen freigesetzten Radioaktivität wurden von jedem Napf 100 µl vom
Überstand in ein β-Counterröhrchen (Perkin Elmer) überführt und die Radioaktivität mit
einem β-Counter (Wallac) bestimmt. Die spezifische Zytotoxizität (% Lyse der Target-
zellen) wurde nach folgender Formel berechnet:
100
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2.7.6 IFNγ-ELISPOT
Die HPV-16-spezifische T-Zellantwort wurde neben dem CTL-Assay auch durch den
IFNγ-ELISPOT (IFNγ enzyme-linked immunospot assay) analysiert. Dieser Assay erlaubt
die direkte, ex vivo Analyse der spezifischen IFNγ sekretierenden zytotoxischen
T-Lymphozyten ohne vorherige in vitro Restimulation zur Aktivierung der spezifischen
memory T-Zellen, da dieser Assay deutlich sensitiver als der CTL-Assay ist. In Rahmen
der Versuche wurde jeweils ein ex vivo IFNγ-ELISPOT am Tag der in vitro Restimulation
durchgeführt, sowie ein zweiter IFNγ-ELISPOT nach der sechstägigen Restimulation zur
Verifizierung der Daten aus dem CTL-Assay.
Zuerst wurden die Näpfe der 96-well ELISPOT-Platte (Millipore Multiscreen-HA) mit
0,6 µg/Napf des monoklonalen anti-mouse IFNγ Antikörpers (R4-6A2, Becton Dickinson)
für 16-20 h bei 4°C beladen. Nach der Beladung wurde die Antikörperlösung entfernt und
freie Bindungsstellen durch die Zugabe von 200 µl/Napf DMEM mit 10 % FCS für 2 h bei
RT geblockt. Anschließend wurde das Medium entfernt und pro Napf 100 µl DMEM mit
10 % FCS und 100 U/ml rekombinantem humanen IL-2 (Sigma) gegeben. Abhängig vom
Ansatz wurde zu den entsprechenden Näpfen noch das jeweilige Peptid des untersuchten
CTL-Epitopes in einer Endkonzentration von 1 µg/ml pipettiert.
Für den ex vivo IFNγ-ELISPOT wurden die Milzzellen direkt ohne Depletion der
adhärenten professionellen APC für die in vitro Restimulation (2.7.3) verwendet. Es
wurden 5x106 Milzzellen aus der 30 ml Zellsuspension in ein neues 15 ml Röhrchen
(Greiner) überführt und die Zelldichte mit DMEM mit 10 % FCS auf 5x106/ml eingestellt.
Von dieser Zellsuspension wurden 100 µl in jeden Napf mit 5x105 Zellen/Napf pipettiert
bzw. 50 µl in jeden Napf mit 2,5x105 Zellen/Napf. Zu den Ansätzen mit
2,5x105 Zellen/Napf wurden noch 50 µl DMEM mit 10 % FCS zugegeben.
Für den IFNγ-ELISPOT mit APC depletierten, EL4.E7 oder EL4.A2.1 + Peptid
restimulierten Milzzellen bzw. ohne APC-Depletion durch Zugabe des Peptides
restimulierten Milzzellen wurden die auch für den CTL-Assay benutzten Effektorzellen
mit 4x106 Zellen/ml verwendet. Die Zelldichte wurde mit DMEM mit 10 % FCS auf
2x105/ml eingestellt. Pro Napf wurden 2x104 bzw. 1x104 Zellen eingesetzt.
Die ELISPOT-Platten wurden anschließend für 20 h im Inkubator bei 37°C, 5 % CO2
inkubiert, bevor mit der Detektion der IFNγ sekretierenden Zellen begonnen wurde. Nach-
dem die Zellsuspension entfernt war, wurden die Löcher sechsmal mit 200 µl PBS mit
0,02 % Tween-20 (Promega) pro Napf gewaschen. Danach wurden die Näpfe mit 0,15 µg
biotinylierten monoklonalen anti-mouse IFNγ Antikörper XMG1.2 (Becton Dickinson) in
PBS mit 0,02 % Tween-20 und 0,1 mg/ml Ovalbumin (Sigma) pro Napf für 3 h bei RT
inkubiert und anschließend wieder sechsmal mit 200 µl PBS mit 0,02% Tween-20 pro
Napf gewaschen. Die Näpfe wurden dann mit jeweils 75 µl einer 1:400 Streptavidin-
alkalische Phosphatase (Becton Dickinson) Verdünnung in PBS mit 0,02 % Tween-20 und
0,1 mg/ml Ovalbumin für 1 h bei RT inkubiert. Danach wurden die ELISPOT-Platten
dreimal mit 200 µl/Napf PBS gewaschen. Unmittelbar vor dem Gebrauch wurde eine
BCIP/NPT-Substrattablette (Sigma) in 10 ml H2O gelöst, 50 µl in jeden Napf pipettiert und
bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die Inkubation bei 37°C wurde beendet, wenn deutlich
Spots auf der Membran erkennbar waren. Zur Entfernung des Substrates wurden die
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Platten gründlich mit Leitungswasser gewaschen. Die ELISPOT-Platten wurden im
Dunkeln getrocknet.
Die Auswertung der IFNγ-ELISPOT-Platten erfolgte mit Hilfe eines automatischen
ELISPOT-Readers von AID (Autoimmun-Diagnostika). Die Berechnung der spezifischen
IFNγ sekretierenden Zellen/106 Milzzellen erfolgte nach folgender Formel:
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2.7.7 Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)
Zur Untersuchung, ob die Immunisierung der Mäuse mit den genetisch modifizierten
dendritischen Zellen neben einer zellulären T-Zellantwort auch eine humorale
B-Zellantwort gegen das HPV-16 L1-Protein induzierten, wurde das Vorkommen von
HPV-16 L1-spezifischen Antikörpern im Serum der Mäuse durch einen spezifischen
ELISA untersucht.
Von den immunisierten Mäusen wurden bis zu 300 µl Blut aus der Schwanzvene isoliert.
Das Blut wurde für 10 min bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert, und
danach das Serum in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Bis zur Verwendung wurde das
Serum bei -20°C gelagert.
Als Positivkontrolle diente Serum von Mäusen, die zweimal subkutan mit 10 µg HPV-16
L1 VLPs in PBS von M. Müller (siehe Müller et al.282) immunisiert wurden. Die zweite
Immunisierung erfolgte zwei Wochen nach der ersten. Eine Woche nach der zweiten
Immunisierung der Mäuse wurde Blut aus der Schwanzvene isoliert.
Für den L1-spezifischen ELISA wurden die 96-well Maxisorb-Mikrotiterplatten
(Nuncleon) mit 50 µl/Napf aufgereinigten HPV-16 L1 VLPs in einer 1:200 Verdünnung in
PBS durch Inkubation über Nacht bei 4°C beschichtet. Als Negativkontrolle dienten mit
PBS behandelte Platten. Die VLP-Verdünnung bzw. das PBS wurden ausgeschlagen und
freie Bindungsstellen durch Zugabe von 150 µl/Napf PBS mit 0,05 % Tween-20
(Promega) und 3 %igem fettarmen Milchpulver (Diploma) für 1 h bei 37°C abgesättigt.
Danach wurden die Platten dreimal mit PBS mit 0,05 % Tween-20 gewaschen und mit
50 µl/Napf 1:100, 1:1000 bzw. 1:10.000 Verdünnungen des Serums in PBS mit 0,05 %
Tween-20 für 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Platten fünfmal mit PBS mit
0,05 % Tween-20 gewaschen. Anschließend wurden die Platten mit 50 µl/Napf des
sekundären Antikörpers (1:1000 sheep-anti-mouse IgG, Peroxidase (PO)-gekoppelt,
Silenius/AMRAD) für 1 h bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen (fünfmal mit PBS +
0,05 % Tween-20) erfolgte die abschließende Färbung mit ABTS (2,2´-Azinobis[3-ethyl-
benzothiazolin-6-sulfonsure] Diammoniumsalz, Sigma). Dafür wurde ABTS (1 mg/ml) in
ABTS-Puffer (80 mM Zitronensäure, 100 mM Na2HPO4, pH 4) gelöst, mit 3,6 % H2O2
versetzt und 50 µl des Substrates zu jedem Napf pipettiert. Nach einer Inkubation von
10 bis 20 min wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von 405 nm mit einem
automatischen ELISA-Reader gemessen.
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2.8 Statistische Berechnungen
Zur Bestimmung der Signifikanz von Unterschieden der CTL-Aktivität und der Anzahl an
INFγ sekretierenden Zellen wurde der unabhängige Stundent´s t-Test herangezogen, wobei
ein p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen wurde.
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3 Ergebnisse
3.1 Herstellung und Charakterisierung rekombinanter
Adenoviren mit HPV-16 Sequenzen
Ein Ziel dieses Teils der Arbeit war die Generierung rekombinanter Adenoviren, die
HPV-16-spezifische Proteine codieren, und für die genetische Modifikation dendritischer
Zellen für einen immuntherapeutischen Ansatz verwendet werden sollten. Da diese Arbeit
Bestandteil des Strategiefonds „Impfstoff gegen Krebs – Infektionsabwehr und Krebsprä-
vention“ mit dem Ziel der Entwicklung von prophylaktischen oder therapeutischen
Vakzinen gegen HPV-16 assoziierte Tumore war, wurden für die verschiedenen beteiligten
Gruppen bereits charakterisierte Gene, die HPV-16 Proteine (E7 und L1) bzw. Fusions-
proteine (L1/E71-60 und L1/E7) codieren, bereitgestellt (siehe 3.1.1).
Mit Hilfe der rekombinanten Adenoviren sollte die Effizienz genetisch modifizierter
dendritischer Zellen als eine Immunisierungsmethode zur Initiation einer therapeutischen
Immunantwort gegen HPV-16 induzierte Tumore untersucht werden. Das HPV-16
E7-Protein stellt ein geeignetes Zielprotein für immuntherapeutische Ansätze dar, da es für
die Aufrechterhaltung des transformierten, immortalisierten Phänotyps notwendig ist32-35,
konstitutiv in HPV-16-infizierten Zellen exprimiert wird und identifizierte T-Zellepitope
(CTL-Epitope) enthält261,262. Aus Sicherheitsaspekten wurde im Rahmen dieser Arbeit
nicht das Wildtyp-HPV-16 E7 sondern eine E7-Genvariante (E7mut)291 des Onkogens
verwendet (siehe Abb. 3.1 A), da ein potentielles Onkogen nicht in einen human-
infektiösen Vektor kloniert werden sollte. Durch die Modifikationen in E7mut entsteht ein
im Vergleich zum Wildtyp-E7 instabileres Protein mit einer deutlich reduzierten
Transformationsfähigkeit291.
Durch die Kombination von E7 mit dem späten HPV-16 Protein L1, der Hauptkomponente
der Viruspartikel, könnte dem therapeutischen Ansatz gegen HPV-16 E7 auch eine
prophylaktische Komponente zugefügt werden. Die Expression von HPV-16 L1 führt in
einem self-assembling Prozeß zur Bildung von virus-like-particle281, die eine humorale
Immunantwort induzieren282. Diese neutralisierenden L1-spezifischen Antikörper könnten
die Virusvermehrung und die erneute Infektion mit HPV-16 verhindern283,284.
Die Herstellung der rekombinanten Adenoviren erfolgte mit dem in der Arbeitsgruppe
Lindenmaier/Dittmar entwickeltem adenoviralen Cosmidvektorsystem. Die Integration des
adenoviralen Genoms in einen Cosmidvektor erlaubt die einfache Manipulation des
adenoviralen Genoms durch konventionelle molekularbiologische Methoden. Die
jeweiligen Expressionskassetten können somit sehr effizient in die deletierte E1-Region
des adenoviralen Cosmidvektors inseriert werden (siehe 3.1.2). Durch die Deletion der
E1-Region, deren Proteine für die adenovirale DNA-Replikation essentiell sind (siehe
1.5.1), sind die mit diesem System generierten adenoviralen Vektoren in nicht-permissiven
Zellen replikationsdefizient. Auf diese Weise wurden adenovirale Cosmide konstruiert,
welche die HPV-16 Sequenzen enthielten.
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3.1.1 Verwendete HPV-16 Sequenzen
Als Teil des Strategiefonds „Impfstoff gegen Krebs – Infektionsabwehr und Krebspräven-
tion“ wurden zu Beginn der Arbeit von L. Gissmann (DKFZ, Heidelberg) im Rahmen
anderer Projekte bereits gut charakterisierte DNAs für die HPV-16 Proteine E7 und L1
sowie für die Fusionsproteine L1/E71-60 und L1/E7 zur Verfügung gestellt (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der verwendeten HPV-16 Sequenzen. (A) Die HPV-16 E7 Variante
E7mut291 mit reduzierter Transformationsfähigkeit bestehend aus dem gesamten E7 (98 AS)
und den beiden Mutationen (C→G) der Codons 58 und 91. (B) Das gesamte HPV-16 L1
(505 AS) mit Pflanzenoptimierten Codons (L1p). (C) Die HPV-16 L1 Konstrukte mit 34 AS-
Deletion am C-Terminus mit natürlichen HPV-16 Codons (L1∆C) bzw. Pflanzenoptimierter
codon usage (L1p∆C) und dem Unterschied in den letzten beiden AS (AG in L1∆C bzw. DI in
L1∆C). (D) HPV-16 L1/E71-60 Konstrukte mit den ersten 60 AS von HPV-16 E7 am 34 AS dele-
tierten C-Terminus von L1 (471 AS) sowohl mit natürlichen HPV-16 L1 Codons (L1/E71-60) als
auch mit Pflanzenoptimierten Codons (L1p/E71-60). (E) L1/E7mut-Fusionskonstrukte mit der
natürlichen HPV-16 L1 codon usage (L1/E7mut) sowie mit Pflanzenoptimierter codon usage
(L1p/E7mut) bestehend aus dem gesamten E7mut (98 AS) am C-Terminus des deletierten L1
(471 AS).
Die DNA-Sequenzen für all diese HPV-Proteine und Fusionsproteine beruhen auf dem
HPV-16 Isolat 114/K290 und besitzen die natürlichen HPV-16 Codons bzw. eine für die
Expression in Pflanzenoptimierte codon usage292. In den Genen für HPV-16 E7mut (Abb.
3.1 A) und L1/E7mut bzw. L1p/E7mut (Abb. 3.1 E) wurden die Codons 58 und 91 für
Cystein zu Glycin mutiert (Codon 58 TGT→GGT, Codon 91 TGC→GGC; siehe auch
Abb. 3.24). Der Austausch der beiden Cysteine führt zur Zerstörung der Cys-X-X-Cys
Zink-Finger-Motive in E7, welche für die Dimerisierung von E7 von Bedeutung sind,
wodurch im Vergleich zum Wildtyp-E7 ein instabileres Protein mit deutlich reduzierter
Transformationsfähigkeit entsteht291.
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Auch für L1, das Hauptkapsidprotein, wurden verschiedene Varianten verwendet. Das Gen
für HPV-16 L1∆C (Abb. 3.1 C) codiert ein am C-Terminus um 34 Aminosäuren verkürztes
L1-Protein. Diese Deletion beeinflußt nicht die Bildung von L1 VLPs und damit auch nicht
die Induktion neutralisierender L1-spezifischer Antikörper282. Allerdings wird durch die
Deletion das interne Kernlokalisationssignal von L1 entfernt, wodurch das L1∆C-Protein
im Gegensatz zum Gesamt-L1-Protein nicht in den Zellkern transportiert wird, sondern im
Zytoplasma verbleibt. Die Lokalisation im Zytoplasma könnte sich nachteilig auf die effi-
ziente Bildung von VLPs auswirken292.
Zur Generierung der Gene für die L1/E7-Fusionsproteine mit natürlicher HPV-16 codon
usage diente das L1∆C-Gen (Abb. 3.1 C), indem im Falle von L1/E71-60 (Abb. 3.1 D) die
codierende DNA für die ersten 60 Aminosäuren von HPV-16 E7 an den C-Terminus von
L1∆C kloniert wurden282. Durch diese Fusion bleibt die Fähigkeit von L1 zur Bildung von
VLPs erhalten. Die VLPs aus L1 und E7 werden auch als chimäre VLPs (cVLP)
bezeichnet. Durch cVLPs können einerseits neutralisierende L1-spezifische Antikörper
und andererseits E7-spezifische Immunantworten induziert werden, so daß cVLPs sowohl
als prophylaktische als auch als therapeutische Vakzine eingesetzt werden können282,287.
Für das L1/E7mut-Gen (Abb. 3.1 E) wurde die DNA codierend für die gesamten
98 Aminosäuren von E7mut an den C-Terminus von L1∆C kloniert. Das L1/E7mut-
Fusionsprotein bildet keine VLPs, jedoch werden die Kapsomer-Untereinheiten der VLPs
gebildet, die auch zur Induktion einer neutralisierenden Antikörperantwort führen (persönl.
Mitteilung von M. Müller, DKFZ, Heidelberg). Durch die fehlende Zusammenlagerung in
VLPs ist die induzierte humorale Immunantwort im Vergleich zu L1/E71-60 deutlich
reduziert. Aber dafür sind im Gegensatz zu L1/E71-60 noch alle potentiellen E7-spezi-
fischen T-Zellepitope im L1/E7mut-Fusionsprotein enthalten (siehe Abb. 3.24).
Wegen der schlechten Expression der HPV-16 L1-Gene mit natürlicher codon usage (siehe
Abb. 3.8) wurden zusätzliche Varianten für L1 verwendet. Aufgrund der engen Kopplung
des Lebenszyklus der Papillomaviren mit der Differenzierung der infizierten Epithelzellen
(siehe 1.1.1) ist die effiziente Expression der HPV late Gene (L1 und L2) in undifferen-
zierten Zellen sehr fragwürdig. Daher wurden in dieser Arbeit neben den beschriebenen
Genen mit der natürlichen HPV-16 codon usage auch HPV-16 L1-Gene mit einer codon
usage verwendet, die für die Expression in der Pflanze Solanum tuberosum (L1p) optimiert
wurden292 (Abb. 3.1 B). In dem Gen für L1p wurden 51.5% aller Codons modifiziert, ohne
die Proteinsequenz gegenüber der natürlichen codon usage zu verändern292. Von M. Müller
(DKFZ, Heidelberg) wurden zwei Plasmide für HPV-16 L1p bzw. dem Fusionsprotein
L1p/E71-60 (Abb. 3.1 D) für die Generierung adenoviraler Konstrukte zur Verfügung
gestellt. Ausgehend von diesen beiden Genen wurden die Gene für L1p∆C und L1p/E7mut
(Abb. 3.1 C, D), wie später beschrieben, generiert. So standen für die Konstruktion der
adenoviralen Vektoren mit HPV-16 Sequenzen auch die Gene für L1p∆C, L1 p/E71-60 und
L1p/E7mut zur Verfügung. Für die Konstruktion eines adenoviralen Vektors, der das
gesamte L1-Protein codiert, stand nur L1p mit der Solanum tuberosum optimierten codon
usage zur Verfügung.
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3.1.2 Konstruktion von adenoviralen Cosmiden mit HPV-16 Sequenzen
E7mut
L1 C∆
Insertion der HPV-16 Sequenzen als 1. Cistron 
in pGEMIRESegfp oder pGEMRec1IRESegfp
















CMV      L1/E7        IRES    egfp  Poly-Aie 1-60
CMV      L1 /E7       IRES    egfp  Poly-Aie 1-60p
CMV E7mut IRES  egfp  Poly-Aie 
CMV      L1 C         IRES   egfp  Poly-Aie ∆
CMV      L1 C       IRES   egfp  Poly-Aie ∆p
 CMV        L1              IRES   egfp  Poly-Aie p
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Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Konstruktion der bicistronischen Expressionskassetten mit
HPV-16 Sequenzen als erstem Cistron. Für die Klonierung der Expressionskassetten wurde
das jeweilige HPV-16 Gen entweder in pGEMIRESegfp inseriert oder gegen das Rec-1-Gen in
pGEMRec1IRESegfp ausgetauscht. Eine detailliertere Beschreibung der Klonierungs-
strategien ist in den Kapiteln der jeweiligen Konstrukte und in Tab. 3.1 zu finden.
Für die Herstellung der rekombinanten Adenoviren wurde das in der Arbeitsgruppe
Lindenmaier/Dittmar entwickelte System, das auf der Verwendung eines adenoviralen
Cosmidvektors beruht, verwendet. Die Verwendung von adenoviralen Cosmidvektoren,
die wie Plasmide repliziert und in vitro in Lambda-Bacteriophagenpartikel verpackt
werden, ermöglicht im Gegensatz zu den anderen Systemen, die auf der homologen
Rekombination beruhen, den Vorteil, daß die Transduktion durch Lambda-Partikel, welche
die effizienteste Transfermethode von DNA dieser Größe in E. coli darstellt, genutzt
werden kann. Durch die einfache in vitro Manipulation des adenoviralen Genoms durch
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konventionelle Klonierungsmethoden wurde das Problem der geringen Effizienz der
homologen Rekombination mit diesem System gelöst. Ein weiterer Vorteil des
adenoviralen Cosmidsystems gegenüber den auf der homologen Rekombination
basierenden Systemen ist, daß durch die Transfektion der 293 Produktionszellen mit einem
definierten adenoviralen Cosmidvektor, der bereits die Expressionskassette enthält, keine
Kontamination mit nicht-rekombinanten Adenoviren erfolgt, die eine zeitintensive und
über mehrere Passagen andauernde Aufreinigung der rekombinanten Adenoviren
erforderlich machen würde. Dies konnte durch die Verwendung bicistronischer
Expressionskassetten mit dem Reportergen egfp (enhanced green fluorescence protein) als
zweitem Cistron anhand der Kolokalisation der EGFP-Expression und Virusbildung sehr
elegant gezeigt werden (Abb. 3.4 B und Abb. 3.12 B).
Die Generierung der adenoviralen Cosmidvektoren erfolgte in einem Zwei-Stufen-Prozeß.
Im ersten Schritt wurden die Expressionskassetten mit den jeweiligen HPV-16 Sequenzen
kloniert (Abb. 3.2). Im zweiten Schritt wurden die Expressionskassetten in den
adenoviralen Cosmidvektor inseriert (Abb. 3.3).
Zur Herstellung der Expressionskassetten mit HPV-16 Sequenzen (Abb. 3.2):
Die Gene der jeweiligen HPV-16 Proteine bzw. Fusionsproteine (Abb. 3.1) wurden als
erstes Cistron in die bicistronische Expressionskassette der Plasmide pGEMIRESegfp oder
pGEMRec1IRESegfp kloniert, wobei das relevante Gen entweder als erstes Cistron
inseriert wurde oder das Rec1-Gen ersetzte. In diesen bicistronischen Expressionskassetten
wird die Transkription durch den CMV-Promotor reguliert. Durch die Verwendung eines
IRES-Elementes (internal ribosome entry site), das aus dem Poliovirus stammt, wird die
gleichzeitige Expression mehrerer Gene von einem Transkript ermöglicht. Als zweites
Cistron wurde das Gen für EGFP eingesetzt, das als Reportergen für die Produktion
rekombinanter Adenoviren in 293 Zellen sowie für die Infektion mit rekombinanten
Adenoviren diente. Die Expression von EGFP diente aber auch zur Kontrolle der
Funktionalität der Expressionskassetten.
Zur Insertion der Expressionskassetten in den adenoviralen Cosmidvektor (Abb. 3.3):
Die Insertion der bicistronischen Expressionskassetten mit den HPV-16 Genen in die
deletierte E1-Region erfolgte durch Insertion in den adenoviralen Vektor pAdcos45 bzw.
durch den Ersatz der Expressionskassette in pAdcos45Rec1IRESegfp. Nach der in vitro
Verpackung der adenoviralen Cosmidvektoren in Lambda-Phagenpartikel erfolgte die effi-
ziente Transduktion in E. coli. Für die Transduktion in E. coli DH5α wurden Raten von
~105 Transduktanten pro µg pcos44-DNA erzielt. Die Analyse der Klone zeigte, daß
generell mehr als 90 % der analysierten Klone das korrekte Insert enthielten, da die Größe
der pAdcos45-Vektoren ohne inserierte Expressionskassette von etwa 36 kb unterhalb der
für eine effiziente Verpackung in Lambda-Bacteriophagen notwendigen Größe von 38 kb
liegt. Die Struktur der Cosmid-DNA der jeweiligen Konstrukte wurde mit Restriktions-
enzymen verifiziert (3.1.4.1). Für die Herstellung der replikationsdefizienten Adenoviren
wurde die aufgereinigte und durch Restriktionsenzyme charakterisierte adenovirale
Cosmid-DNA in 293 Zellen mittels Calciumphosphat-Kopräzipitation transfiziert (siehe
3.1.3).
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Die detaillierte Konstruktion der adenoviralen Cosmidvektoren mit HPV-16 Sequenzen
wird in den folgenden Kapiteln beschrieben und ist in Tab. 3.1 zusammengefaßt.
Insertion der in die deletierte
E1-Region von pAdcos45 bzw. pAdcos45Rec1IRESegf
HPV-16 Expressionskassetten 




















CMV      L1/E7        IRES    egfp  Poly-Aie 1-60
CMV      L1 C         IRES   egfp  Poly-Aie ∆
CMV      L1 /E7       IRES    egfp  Poly-Aie 1-60p
CMV E7mut IRES  egfp  Poly-Aie 
CMV      L1 C       IRES   egfp  Poly-Aie ∆p
 
CMV      L1 /E7mut       IRES   egfp  Poly-Aie p
CMV        L1              IRES   egfp  Poly-Aie p 
CMV       L1/E7mut       IRES   egfp  Poly-Aie 
Abb. 3.3: Schematische Übersicht der Insertion der HPV-16 Expressionskassetten in die deletierte E1-
Region des adenoviralen Cosmidvektors. Die Insertion der bicistronischen Expressionskas-
setten erfolgte entweder durch Insertion in pAdcos45 oder Austausch mit der Expressions-
kassette von pAdcos45Rec1IRESegfp. Eine detailliertere Beschreibung der Klonierungs-
strategien ist in den Kapiteln der jeweiligen Konstrukte und in Tab. 3.1 zu finden.
3.1.2.1 Klonierung von pAdcosE7mutIRESegfp
Aus dem Plasmid pCMV-E7mut (Gissmann, DKFZ, Heidelberg) wurde mittels PCR der
für HPV-16 E7mut codierende DNA-Bereich amplifiziert. Für diese PCR wurden die
Oligonukleotid-Primer (siehe Tab. 2.1) zuvor phosphoryliert, so daß das 331 bp große
PCR-Produkt direkt für die Insertion in pGEMIRESegfp verwendet werden konnte. Für
diese Insertion wurde pGEMIRESegfp zuvor mit SmaI gespalten und mit alkalischer
Phosphatase behandelt. Die bicistronische Expressionskassette besteht aus CMV-Promo-
tor, HPV-16 E7mut als erstem Cistron, IRES-Element und egfp als zweitem Cistron.
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Durch DNA-Sequenzierung wurden die Sequenz von HPV-16 E7mut und die Orientierung
in sense des inserierten PCR-Produktes verifiziert. Die korrekten Klone mit der beschrie-
benen Mutation der Codons 58 und 91 (siehe 3.1.1) wurden als pGEME7mutIRESegfp
bezeichnet. Die bicistronische Expressionseinheit wurde mit Psp1406I und XbaI ausge-
schnitten und das 2898 bp große Fragment in den adenoviralen Cosmidvektor pAdcos45
kloniert. Für die Insertion der Expressionskassette wurde pAdcos45 zuvor mit ClaI und
XbaI gespalten und mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Nach in vitro
Verpackung in Lambda-Phagenkapside, Transduktion in E. coli und Charakterisierung der
Klone durch Restriktionsanalysen wurde der entstandene Vektor als
pAdcosE7mutIRESegfp bezeichnet.
3.1.2.2 Klonierung von pAdcosL1∆CIRESegfp
Die DNA für HPV-16 L1∆C mit der Wildtyp-Sequenz wurde in Form des Plasmids
pCEP4-L1∆C von L. Gissmann (DKFZ, Heidelberg) bereitgestellt. L1∆C wurde mit XbaI
und XhoI aus pCEP4-L1∆C ausgeschnitten und das 1408 bp große Fragment in
pGEMRec1IRESegfp kloniert. Dafür wurde pGEMRec1IRESegfp zuvor mit SalI und NheI
gespalten, so daß das Rec1-Gen aus der bicistronischen Expressionskassette ausgeschnitten
und durch das L1∆C-Fragment ersetzt werden konnte. Die Insertion des L1∆C-Fragmentes
erfolgte aufgrund der kompatiblen kohäsiven DNA-Enden in sense Orientierung. Die
bicistronische Expressionskassette von pGEML1∆CIRESegfp bestehend aus CMV-Promo-
tor, HPV-16 L1∆C als erstem Cistron, IRES-Element und egfp. Die Expressionskassette
wurde mit SwaI und XbaI ausgeschnitten und das 4208 bp große Fragment wurde in
SwaI/XbaI geschnittenen pAdcos45Rec1IRESegfp kloniert, dessen bicistronische
Expressionskassette durch die neue Expressionskassette ersetzt wurde. Die Struktur von
pAdcosL1∆CIRESegfp wurde durch Restriktionsanalysen kontrolliert.
3.1.2.3 Klonierung von pAdcosL1/E71-60IRESegfp
Die für HPV-16 L1/E71-60 codierende DNA wurde aus pCEP4-L1/E71-60 (L. Gissmann,
DKFZ, Heidelberg) mit XbaI und XhoI ausgeschnitten. Das 1666 bp große Fragment
wurde anschließend durch Austausch mit Rec1 in pGEMRec1IRESegfp (SalI/NheI)
kloniert. Das resultierende Plasmid wurde als pGEML1/E71-60IRESegfp bezeichnet. Für
die Insertion dieser Expressionskassette in einen adenoviralen Cosmidvektor wurde die
bicistronische Expressionskassette von pAdcos45Rec1IRESegfp mit SwaI und XbaI aus-
geschnitten und durch die 4394bp große Expressionskassette aus pGEML1/E71-60IRESegfp
(SwaI/XbaI) ersetzt. Durch Restriktionskartierung wurde die Struktur von
pAdcosL1/E71-60IRESegfp kontrolliert.
3.1.2.4 Klonierung von pAdcosL1/E7mutIRESegfp
Die DNA für HPV-16 L1/E7mut wurde durch XbaI und HpaI aus pVL1393-L1/E7mut
(L. Gissmann, DKFZ, Heidelberg) freigesetzt und das 1942 bp große Fragment
anschließend durch Austausch mit Rec1 in pGEMRec1IRESegfp (SalI/NheI) kloniert. Der
entstandene Vektor wurde pGEML1/E7mutIRESegfp bezeichnet. Die bicistronische
Expressionskassette von pGEML1/E7mutIRESegfp wurde mit Psp1406I und XbaI ausge-
schnitten. Durch Insertion in den mit XbaI/ClaI behandelten und dephosphorylierten
pAdcos45 wurde die 4673 bp große Expressionskassette in den adenoviralen Cosmidvektor
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kloniert. Der entstandene Vektor wurde nach Kontrolle der Struktur als
pAdcosL1/E7mutIRESegfp bezeichnet.
3.1.2.5 Klonierung der adenoviralen Cosmidvektoren mit Pflanzen-Codon optimierter
L1-Sequenz
pAdcosL1pIRESegfp:
Aus pBS-II-HPV-16L1p (M. Müller, DKFZ, Heidelberg) wurde die DNA codierend für
L1p mit XbaI und XhoI ausgeschnitten. Das 1548 bp große Fragment wurde an die Stelle
des Rec1-Gens in die Expressionskassette von pGEMRec1IRESegfp kloniert. Die Exzision
des Gens für Rec1 erfolgte durch Spaltung von pGEMRec1IRESegfp mit SalI und NheI.
Die Insertion von L1p erfolgte durch die kompatiblen kohäsiven DNA-Enden in sense
Orientierung. Aus pGEML1pIRESegfp wurde die bicistronische Expressionskassette
(Psp1406I/XbaI, 4276 bp) mit CMV-Promotor, HPV-16L1p als erstem Cistron,
IRES-Element und dem zweitem Cistron egfp in den mit ClaI/XbaI und CIP behandelten
pAdcos45 kloniert. Der entstandene adenovirale Cosmidvektor wurde als
pAdcosL1pIRESegfp bezeichnet.
pAdcosL1p∆CIRESegfp:
Die DNA für L1p∆C (1436 bp) wurde durch PCR aus pBS-II-HPV-16L1p (M. Müller,
DKFZ, Heidelberg) amplifiziert. Die Oligonukleotid-Primer (siehe Tab. 2.1) wurden nach
Müller et al.282 entwickelt und führen an der Deletionsstelle eine EcoRV-Restriktionsstelle
ein, die dazu führt, daß die letzten beiden Codons die nicht HPV-16 Aminosäuren
Asparaginsäure und Isoleucin statt Asparagin und Glycin codieren. Diese Modifikation zu
dem L1∆C-Gen mit der natürlichen HPV codon usage wurden gewählt, da durch diese
Veränderung die Bildung der VLPs effizienter erfolgt282. Das 1436 bp große PCR-Produkt
wurde in pGEMIRESegfp (SmaI, CIP) kloniert. Die Sequenz von L1p∆C und Insertion in
sense Orientierung wurde durch DNA-Sequenzierung verifiziert. Die bicistronische
Expressionskassette (4003 bp) wurde mit Psp1406I und XbaI aus pGEML1p∆CIRESegfp
ausgeschnitten und anschließend in pAdcos45 (ClaI/XbaI, CIP) kloniert. Durch Restrikti-
onskartierung wurde die Struktur von pAdcosL1p∆CIRESegfp kontrolliert.
pAdcosL1p/E71-60IRESegfp:
Das Gen für L1p/E71-60 wurde aus pBS-II-HPV-16L1p/E71-60 (M. Müller, DKFZ, Heidel-
berg) mit XbaI und XhoI ausgeschnitten und das 1740 bp große Fragment anschließend
durch Austausch mit Rec1 in pGEMRec1IRESegfp (SalI/NheI) kloniert. Die bicistronische
Expressionskassette von pGEML1p/E71-60IRESegfp wurde mit Psp1406I und XbaI ausge-
schnitten. Durch Insertion in den mit XbaI/ClaI behandelten und dephosphorylierten
pAdcos45 wurde die Expressionskassette (4468 bp) in den adenoviralen Cosmidvektor
kloniert und als pAdcosL1p/E71-60IRESegfp bezeichnet.
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Das Gen für L1p/E7mut wurde durch Spaltung von pGEML1p/E71-60IRESegfp mit NsiI
und SfiI (2275 bp großes Fragment mit L1p∆C und CMV-Promotor) und anschließende
Insertion des 2275 bp Fragmentes in den mit NsiI/SfiI behandelten pGEML1/E7mutIRES
egfp kloniert. Das Plasmid mit dem entstandenen Fusionsprotein L1p/E7mut wurde als
pGEML1p/E7mutIRESegfp bezeichnet. Durch Insertion in den mit XbaI/ClaI behandelten
und dephosphorylierten pAdcos45 wurde die 4742 bp große Expressionskassette in den
adenovirale Cosmidvektor kloniert. Der entstandene Vektor wurde nach Kontrolle der
Struktur als pAdcosL1p/E7mutIRESegfp bezeichnet.
3.1.3 Herstellung und Aufreinigung replikationsdefizienter Adenoviren mit
HPV-16 Sequenzen
Für die Herstellung rekombinanter Adenoviren wurde die aufgereinigte und charakteri-
sierte adenovirale Cosmid-DNA in 293 Zellen transfiziert (Abb. 3.4 A). 293 Zellen stellen
die Genprodukte der deletierten E1-Region in trans zur Verfügung und ermöglichen daher
die für die Virusbildung und Produktion der replikationsdefizienten Adenoviren notwen-
dige virale DNA-Replikation247. Da das adenovirale Genom als Cosmidvektor in zirkulärer
Form transfiziert wurde, verzögert sich der Beginn der adenoviralen DNA-Replikation. So
ist gezeigt, daß die ersten viralen Plaques nach Transfektion des adenoviralen Genoms in
zirkulärer Form eines Cosmidvektors im Gegensatz zu der Transfektion linearer
adenoviraler DNA, wo bereits ab Tag 5 Plaques nachweisbar sind233, nicht vor Tag 10-14
gebildet werden300.
Nach der Transfektion wurden von allen Konstrukten primäre Adenovirusstocks hergestellt
(3.1.3.1) und die Struktur der viralen DNAs (3.1.4.1) sowie die Funktionalität (3.1.4.2,
3.1.4.3) der hergestellten Adenoviren charakterisiert.
Die primären Adenovirusstocks und auch Stocks nachfolgender Infektionen sind für die
Infektion von dendritischen Zellen nicht geeignet, da die viralen Titer wegen der
Aufarbeitung als freeze-thaw-lysate vergleichsweise niedrig sind, und sie außerdem mit
Zellbestandteilen aus dem Zellaufschluß kontaminiert sind. Deshalb wurden für die
Infektion der dendritischen Zellen von den rekombinanten Adenoviren CsCl-gereinigte
Stocks mit hohen Titern hergestellt, die abschließend noch dialysiert wurden (3.1.3.2). Die
Dialyse wurde durchgeführt, um CsCl und möglicherweise für dendritische Zellen toxische
Substanzen (z.B. Rückstände des Detergenz) aus den Adenovirusstocks zu entfernen.
3.1.3.1 Herstellung primärer Adenovirusstocks
Die Herstellung der replikationsdefizienten rekombinanten Adenoviren in 293 Zellen ist
unter anderem von der Passage der Zellen abhängig. Aus diesem Grund wurden für die
Transfektionen 293 Zellen einer frühen Passage (bis Passage 40) verwendet, 293LP (low
passage). Die Transfektion der 293LP Zellen mittels Calciumphosphat-Kopräzipitation
erfolgte in 75 cm2 Zellkulturflaschen mit 20 µg Cosmid-DNA bei Erreichen eines
Konfluenzgrades von 70-80 %. Alle 4-5 Tage wurde ein Medienwechsel durchgeführt und
ab Tag 9 nach der Transfektion wurde die Bildung von Plaques im Zellmonolayer mit dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die IRES-abhängige Expression von EGFP ermöglichte
die einfache fluoreszenzmikroskopische Überprüfung der Transfektionseffizienz anhand
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der EGFP-Fluoreszenz. Standardmäßig wurde diese fluoreszenzmikroskopische
Abschätzung am Tag 3 nach der Transfektion durchgeführt, wobei abhängig von dem
physiologischen Zustand der 293LP Zellen und der Qualität des Calciumphosphat-DNA-
Kopräzipitates zwischen 10-30 % der Zellen EGFP-positiv waren. Es zeigte sich, daß
abhängig von der Art des ersten Cistrons die IRES-abhängige Expression variiert
(Abb. 3.4 B). Die EGFP-Fluoreszenz war nach Transfektion mit pAdcosE7mutIRESegfp,
dem Konstrukt mit dem kleinsten HPV-Gen, am intensivsten und am schwächsten nach
Transfektion mit pAdcosL1p/E7mutIRESegfp. Weiterhin fiel auf, daß die EGFP-Fluores-
zenz nach Transfektion der Cosmid-DNA der Konstrukte, die L1-Sequenzen mit der
natürlichen HPV-16 codon usage enthalten, im Vergleich zu den L1p-Konstrukten deutlich
schwächer bzw. nicht detektierbar war. Es ist bekannt, daß die IRES-abhängige Expression
durch die Anwesenheit schlecht exprimierbarer Sequenzen im ersten Cistron negativ
beeinflußt wird (persönl. Mitteilung H. Hauser, GBF, Braunschweig). Die Ergebnisse des
Western Blots (Abb. 3.8) zeigen, daß die reduzierte EGFP-Fluoreszenz nach Transfektion
der Cosmid-DNA bereits ein indirekter Hinweis auf die jeweilige Expressionsstärke der
unterschiedlichen L1-Konstrukte war.
Durch die Verwendung bicistronischer Expressionskassetten mit dem Reportergen egfp als
zweitem Cistron konnte anhand der Kolokalisation der EGFP-Fluoreszenz mit den
adenoviralen Plaques (Abb. 3.4 B) gezeigt werden, daß die inserierte Expressionskassette
vorhanden und funktionell war. Die Expression des Reportergens bestätigte ferner, daß bei
der Transfektion eines definierten adenoviralen Cosmidvektors, der bereits die Expres-
sionskassette enthält, die Aufreinigung der rekombinanten Viren von nicht-rekombinanten
Viren, wie es bei der homologen Rekombination erforderlich ist, nicht durchgeführt
werden mußte.
Für die adenoviralen Konstrukte mit HPV-16 Sequenzen wurden die ersten adenoviralen
Plaques am Tag 9 nach der Transfektion von pAdcosE7mutIRESegfp bzw. zwischen Tag
12 und 14 für die anderen Konstrukte detektiert (Abb. 3.4 B). Nach der Detektion der
ersten Plaques mit virusproduzierenden EGFP-positiven Zellen, die zytopathische Effekte
aufwiesen, zeigten die meisten Zellen innerhalb der nächsten 2 bis 4 Tage ebenfalls die
Expression des Reportergens und zytopathische Effekte. Die rekombinanten Viren wurden
geerntet und primäre Adenovirusstocks hergestellt. Auch die mit den Konstrukten
transfizierten Zellen, welche die Wilddtyp-L1-Sequenzen enthielten, wurden geerntet,
obwohl die EGFP-Expression nicht bzw. nur sehr schwach detektierbar war (Abb. 3.4), so
daß von allen adenoviralen Cosmiden, die HPV-16 Protein oder Fusionsproteine codieren,
rekombinante Adenoviren gebildet wurden, und primäre Adenovirusstocks hergestellt
wurden.
Die Benennung der Viren erfolgte basierend auf dem ersten Cistron des jeweiligen



















































Kultivierung der transfizierten Zellen bis zur Bildung rekombinanter Adenoviren
Abb. 3.4: Herstellung replikationsdefizienter rekombinanter Adenoviren mit HPV-16 Sequenzen nach
Transfektion der adenoviralen Cosmid-DNA in 293LP. (A) Schematischer Ablauf der Generie-
rung der primären Adenovirusstocks. (B) 20 µg Cosmid-DNA des jeweiligen HPV-16 Kon-
struktes wurden in 293LP transfiziert. Am Tag 3 wurde die Transfektionseffizienz anhand der
EGFP-Expression fluoreszenzmikroskopisch bestimmt und bis zur Bildung adenoviraler
Plaques weiter verfolgt. Die ersten Plaques wurden zwischen 9-14 Tagen nach der Trans-
fektion detektiert. Die Benennung der Viren erfolgte nach dem ersten Cistron. Aufnahmen
mit 100-facher Vergrößerung.
3.1.3.2 Herstellung dialysierter CsCl-gereinigter Adenovirusstocks
Die Herstellung hochtitriger Stocks der rekombinanten Adenoviren mit HPV-16
Sequenzen erfolgte für die Infektion dendritischer Zellen, da sie im Gegensatz zu den
primären Adenovirusstocks frei von kontaminierenden Zellbestandteilen vom Zellauf-
schluß durch die freeze-thaw-Zyklen sind, welche möglicherweise die Funktion der
dendritischen Zellen beeinflussen könnten. Zuerst wurden 293LP-Zellen bis Passage 38 in
16 Zellkulturflaschen (175 cm2) mit Verdünnungen des jeweiligen Adenovirusstocks
infiziert und geerntet, wenn alle Zellen zytopathische Effekte zeigten. Nach drei
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Waschschritten mit 0,1 M Tris/HCl-Lösung konnte auf diese Weise ein großer Teil der
Viren, die überwiegend Zell-assoziiert vorlagen, in ein kleines Volumen aufkonzentriert
werden. Die Freisetzung der Zell-assoziierten Viren erfolgte durch Inkubation mit
Na-Desoxycholat und anschließender Degradation der genomischen Zell-DNA durch
Inkubation mit Benzonase. Die Aufreinigung der Adenoviruspartikel aus diesem Roh-
Lysat wurde über zwei aufeinanderfolgende CsCl-Dichtegradienten-Zentrifugationen
durchgeführt, so daß die korrekten Adenoviruspartikel von defekten und leeren
Viruspartikel sowie Zelltrümmern abgetrennt wurden.
Nach der Aufreinigung der Adenoviruspartikel wurden die Adenovirusstocks dreimal
gegen den Dialysepuffer (10 mM HEPES, 500 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2,
1 mM KCl, pH 7,8) dialysiert. Anschließend wurde der Virustiter durch Infektion von
293LP Zellen und Bestimmung der Plaque bildenden Einheiten ermittelt. Die dialysierten
CsCl-gereinigten Adenovirusstocks wiesen Titer zwischen 2x1010 und 5x1010 PFU/ml auf.
Die Ausbeute pro 16 Zellkulturflaschen (175 cm2) war unabhängig vom verwendeten
Konstrukt und betrug zwischen 1x1010 und 2,5x1010 PFU.
3.1.4 Charakterisierung der adenoviralen HPV-16 Konstrukte und
Nachweis der Transgen-Expression
Um die Identität und Struktur der rekombinanten Adenoviren mit HPV-16 Vektoren zu
kontrollieren, wurde die adenovirale DNA durch Restriktionskartierung analysiert. Die
Funktionalität der adenoviralen Vektoren und die Expression der Transgene wurden durch
immunozytochemische Färbungen und durch Western Blot nachgewiesen. Neben den mit
Adenovirus infizierten Zellen dienten Mock infizierte Zellen, die identisch behandelt
wurden, aber nicht mit Adenovirus infiziert wurden („Scheininfektion“), als Kontrolle.
3.1.4.1 Präparation und Charakterisierung der adenoviralen DNA
Für die Präparation der DNA aus infizierten Zellen wurden 293LP Zellen mit den
jeweiligen adenoviralen HPV-16 Konstrukten infiziert und weiterkultiviert bis deutlich
zytopathische Effekte sichtbar waren. Nach Lyse und proteolytischer Behandlung der
infizierten Zellen mit Pronase wurden die chromosomale und adenovirale DNA des hoch-
viskösen Lysates durch Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigt. Die DNA wurde mit
Ethanol gefällt, resuspendiert und durch Restriktionskartierung charakterisiert. Das
Restriktionsmuster der adenoviralen DNA wurde mit dem der adenoviralen Cosmid-DNA
verglichen. Durch den Doppelverdau der isolierten Adenovirus-DNAs mit SwaI und XbaI
wurde überprüft, ob die hergestellten Vektoren die inserierte Expressionskassette
enthielten (Abb. 3.5 B). Um die Struktur des adenoviralen Genoms weiter zu analysieren,
wurden die Adenovirus-DNAs auch mit HindIII und EcoRV gespalten (nicht gezeigt).
Das Restriktionsmuster der zirkulären Adenocosmid-DNA unterscheidet sich für einzelne
DNA-Fragmente von dem der präparierten Adenovirus-DNA (siehe Tab. 3.2), da die
zirkuläre Cosmid-DNA im Gegensatz zu der linearen Virus-DNA prokaryontische
DNA-Vektorsequenzen enthält, wie u.a. die cos-Sequenz aus pHC79 und das Ampicillin-
Resistenzgen. Diese prokaryontischen Sequenzen sind in der linearen Adenovirus-DNA
nicht enthalten, da die adenovirale DNA-Replikation innerhalb des linken und rechten
inverted terminal repeats (ITR) erfolgt, so daß die Regionen außerhalb dieser ITRs nicht
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repliziert werden. Die Abweichungen in der Größe einiger DNA-Fragmente sind daher
charakteristisch für die Adenovirus-DNA. Unter den in Abb. 3.5 B dargestellten
elektrophoretischen Bedingungen war der Unterschied (siehe Tab. 3.2) zwischen den
36016 bp Fragmenten der zirkulären Adenocosmid-DNAs und den 29487 bp Fragmenten
der linearen Adenovirus-DNAs nicht erkennbar. Auch das kleine 337 bp DNA-Fragment
(linkes ITR bis SwaI-Restriktionsschnittstelle) war unter diesen Bedingungen nicht
erkennbar. Bei dem DNA-Schmier in einigen Adenovirus-DNAs handelt es sich um die
chromosomale DNA der infizierten Zellen.
Tab. 3.2: Erwartete Restriktionsmuster der jeweiligen linearen Adenovirus-DNA oder zirkulären
Adenocosmid-DNA nach Doppelverdau mit SwaI und XbaI. Die grau unterlegten DNA-
Fragmente entsprechen den jeweiligen Expressionskassetten.
DNA Restriktionsmuster nach Behandlung mit SwaI + XbaI
AdL1∆C 29487 bp 4200 bp 337 bp
AdL1/E71-60 29487 bp 4380 bp 337 bp
AdL1/E7 29487 bp 4768 bp 337 bp
AdL1p∆C 29487 bp 3995 bp 337 bp
pAdcosL1p∆CIRESegfp 36016 bp 3995 bp
AdL1p/E71-60 29487 bp 4460 bp 337 bp
pAdcosL1p/E71-60IRESegfp 36016 bp 4460 bp
AdL1p/E7 29487 bp 4734 bp 337 bp
pAdcosL1p/E7mutIRESegfp 36016 bp 4734 bp
AdE7 29487 bp 2890 bp 337 bp
pAdcosE7mutIRESegfp 36016 bp 2890 bp
AdL1p 29487 bp 4268 bp 337 bp
Ad45 29314 bp 337 bp
Die Restriktionsmuster der Virus-DNAs der rekombinanten Adenoviren AdE7, AdL1∆C,















































































































































































Abb. 3.5: Charakterisierung der adenoviralen DNA der rekombinanten Vektoren mit HPV-16 Se-
quenzen. (A) Vergleich der linearen Adenovirus-DNA, die nicht mehr die prokaryontischen
Sequenzen außerhalb der beiden ITRs enthält, mit der zirkulären Adenocosmid-DNA. (B)
Gelelektrophoretische Auftrennung der SwaI/XbaI-Restriktionsansätze von DNAs isoliert aus
Zellen infiziert mit den HPV-16 Adenoviren, mit Ad45 oder Mock bzw. der zirkulären Cosmid-
DNA einiger HPV-16 Konstrukte. Tab. 3.2 enthält die zu erwartenden Restriktionsmuster. Die
337 bp Fragmente der linearen Virus-DNAs sowie der Unterschied zwischen den 29487 bp
Fragmenten der Virus-DNAs und den 36016 bp Fragmenten Adenocosmid-DNAs sind unter
den verwendeten Bedingungen nicht nachweisbar.
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3.1.4.2 Immunozytochemische Färbungen
Die Expression der HPV-16 Proteine und Fusionsproteine wurde indirekt durch immuno-
zytochemische Färbungen infizierter A549 Zellen nachgewiesen. A549 Zellen sind nicht-
permissiv für die Virusbildung und Produktion replikationsdefizienter Adenoviren, da sie
im Gegensatz zu 293 Zellen nicht die deletierten E1-Genprodukte, die für die virale
DNA-Replikation notwendig sind, zur Verfügung stellen. Aus diesem Grund zeigen
A549 Zellen nach der Infektion mit replikationsdefizienten Adenoviren keine zyto-
pathischen Effekte und lösen sich nicht vom Kulturgefäßboden ab, weshalb sie sich für die
immunozytochemischen Färbungen besonders eignen.
Mock         AdL1pAdegfp
        AdL1 Cp∆        AdL1 /E7p 1-60       Ad L1 /E7p
        AdL1 C∆        AdL1/E71-60       AdL1/E7
Abb. 3.6: Indirekter Nachweis der Expression der HPV-16 L1-Proteine und L1/E7-Fusionsproteine in
infizierten A549 Zellen durch immunozytochemische Färbungen spezifisch für HPV-16 L1.
Nach der Infektion der Zellen mit den entsprechenden adenoviralen Konstrukten wurden die
Färbungen, wie unter 2.6.4 beschrieben, durchgeführt. Die Expression der L1p-Konstrukte
war deutlich höher als für die Konstrukte mit den natürlichen HPV-16 L1-Codons.
Vergrößerung 400-fach.
Für die L1- und E7-spezifischen Färbungen wurden A549 Zellen mit Verdünnungen der
entsprechenden rekombinanten Adenoviren mit HPV-16 Sequenzen infiziert. Als
Kontrollen wurden Mock-Infektionen bzw. Infektionen mit Adegfp (siehe 2.5.1)
durchgeführt. Adegfp enthält in der deletierten E1-Region eine monocistronische
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Expressionskassette mit dem egfp-Reportergen unter Kontrolle des CMV-Promotors. Der
Verlauf der Infektion wurde durch die EGFP-Expression fluoreszenzmikroskopisch
kontrolliert. Zwei Tagen nach der Infektion wurden die Zellen fixiert und anschließend mit
den primären Antikörpern spezifisch für HPV-16 L1 oder E7 inkubiert. Nach der
Behandlung mit dem Biotin-gekoppelten sekundären Antikörper wurde für die
Visualisierung der Expression das universelle Immunostainingsystem mit alkalischer
Phosphatase-gekoppeltem Streptavidin von Immunotech verwendet. Abschließend wurden
die Präparate mikroskopisch betrachtet und dokumentiert.
Die mikroskopische Auswertung der L1-spezifischen Färbungen (Abb. 3.6) zeigten eine
eindeutige Expression des Transgens nach Infektion mit den rekombinanten Adenoviren,
die L1-Sequenzen mit der für Pflanzenoptimierten codon usage (L1p) enthalten. Die
Intensität des präzipitierten Substrates dieser Ansätze war deutlich von dem schwachen
Hintergrund der Kontrollen zu unterscheiden. Im Vergleich zu den L1p-Konstrukten war
die Expression nach Infektion mit den rekombinanten Adenoviren mit den natürlichen
HPV-16 L1-Codons deutlich schwächer (siehe auch Abb. 3.8) und die Färbung nur
minimal stärker als in den Kontrollen.
Mock Adegfp
       AdL1 /E7p 1-60       Ad L1 /E7p        AdE7
Abb. 3.7: Indirekter HPV-16 E7-spezifischer Nachweis der Expression von E7 und des E7-Teils in den
L1p/E7-Fusionsproteinen durch immunozytochemische Färbungen infizierter A549 Zellen.
Nach der Infektion der Zellen mit den entsprechenden adenoviralen Konstrukten wurden die
Färbungen, wie unter 2.6.4 beschrieben, durchgeführt. Vergrößerung 400-fach.
Der indirekte Nachweis der HPV-16 E7-Expression (Abb. 3.7) war eindeutig positiv in den
AdE7-infizierten A549 Zellen. Die Kontrollen wiesen nur eine sehr schwache Färbung auf.
Um das Vorhandensein des E7-Teils der L1/E7-Fusionsproteine zu kontrollieren, wurden
immunozytochemische Färbungen von A549 Zellen infiziert mit AdL1p/E71-60 bzw.
AdL1p/E7 durchgeführt. Die E7-spezifischen Färbungen der Zellen infiziert mit
AdL1p/E71-60 oder AdL1p/E7 zeigten den eindeutigen Nachweis von E7 in den Fusions-
proteinen.
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3.1.4.3 Nachweis der Transgen-Expression durch Western Blot
Neben den immunozytochemischen Färbungen wurde die HPV-16 Transgen-Expression
auch durch Western Blot nachgewiesen, um die Größe der exprimierten Proteine zu
kontrollieren, und um zusätzlich Information über die Expressionsintensität zu erhalten.
Der Western Blot-Nachweis der Expression der HPV-16 Proteine und Fusionsproteine
erfolgte in Zellextrakten von 293LP für L1 bzw. A549 Zellen für E7, die mit den
jeweiligen rekombinanten Adenoviren infiziert wurden (Abb. 3.8). Als Kontrolle wurden
Mock-Infektionen durchgeführt. Anhand der EGFP-Expression wurde der Verlauf der
Infektion beobachtet und die Zellen zwei Tage nach Infektion geerntet. Aus den Lysaten
wurden gleiche Proteinmengen in einem SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf eine
PVDF-Membran geblottet. Als weitere Kontrolle wurden VLPs bestehend aus dem
HPV-16 L1-Protein verwendet (M. Müller, DKFZ, Heidelberg). Nach den Inkubationen
mit dem L1-spezifischen primären und dem PO-gekoppelten sekundären Antikörper
erfolgte die Visualisierung der detektierten Proteinbanden mit dem ECL+-System
(Amersham).
Im HPV-16 L1-spezifischen Western Blot (Abb. 3.8 B) konnte die Expression der
L1-Proteine und L1/E7-Fusionsproteine nachgewiesen werden. Im Vergleich zu der Größe
der L1-VLPs entsprachen die Proteingrößen der exprimierten L1-Proteine und
L1/E7-Fusionsproteine den erwarteten Werten. Wie bereits bei der Auswertung der
immunozytochemischen Färbungen spezifisch für L1 (Abb. 3.6) zeigte sich, daß von den
L1-Proteinen und L1/E7-Fusionsproteinen mit Pflanzen-Codon optimierter L1-Sequenz
(L1p) mehr Protein (ca. zehnmal mehr) exprimiert wurde als im Vergleich zu den
Konstrukten mit den natürlichen HPV-16 L1-Codons. Die ineffiziente Expression der
Konstrukte mit natürlichen HPV-16 L1-Codons ist auf die bekannten Probleme einer
effizienten L1-Expression in undifferenzierten Zellen zurückzuführen, die auf der engen
Kopplung des Lebenszyklus von HPV mit der Differenzierung der infizierten Epithelzellen
beruht. Die Zunahme der L1-Expression mit den L1p-Konstrukten stimmt mit den
Ergebnissen von Leder et al.292 überein. Somit war die schwache EGFP-Expression nach
der Transfektion der Cosmid-DNA der Konstrukte mit der natürlichen HPV-16 L1 codon
usage (Abb. 3.4) bzw. nach der Infektion mit den entsprechenden rekombinanten
Adenoviren bereits ein indirekter Nachweis der unterschiedlichen Expressionsstärke.
Für den indirekten Nachweis der HPV-16 E7-Expression mittels Western Blot wurden
A549 Zellen verwendet. Die Aufarbeitung der Lysate von AdE7- bzw. Mock-infizierten
A549 erfolgte wie für den indirekten L1-Nachweis. Gleiche Proteinmengen wurden über
ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert, und nach
den Inkubationen mit dem E7-spezifischen primären und dem PO-gekoppelten sekundären
Antikörper erfolgte die Visualisierung der detektierte Proteinbande mit dem ECL+-System
(Amersham). Die Expression von E7 in den AdE7-infizierten Zellen konnte im Western
Blot nachgewiesen werden (Abb. 3.8 C). Die Größe des exprimierten E7 entsprach der
erwarteten Proteingröße von ca. 12 kDa.
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L1                     55 kDa
L1/E7            59 kDa
L1/E7               63 kDa
E7                    12 kDa
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Abb. 3.8: Indirekter Nachweis der HPV-16 Transgen-Expression mittels Western Blot. (A) Erwartete
Proteingrößen. (B) HPV-16 L1-Nachweis in infizierten 293 Zellextrakten. Nach Infektion mit
den entsprechenden rekombinanten Adenoviren wurden von den Zellysaten etwa gleiche
Proteinmengen über ein SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf eine PVDF-Membran
geblottet. Der Nachweis erfolgte wie unter 2.6.3 beschrieben. Die Expression der L1-Kon-
strukte mit Pflanzen-Codon optimierten L1-Sequenzen (L1p) war deutlich höher als für die
Konstrukte mit HPV-16 L1-Codons. (C) Nachweis der HPV-16 E7-Expression in AdE7-infi-
zierten A549 Zellen. Die Auftrennung der Zellextrakte und Visualisierung der Proteinbande
erfolgte wie unter 2.6.2 und 2.6.3 beschrieben.
Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, daß adenovirale Vektoren, die HPV-16 Proteine
oder Fusionsproteine exprimieren, hergestellt werden konnten. Die DNA-Struktur und in
die deletierte E1-Region inserierte Expressionskassetten konnten durch die Restriktions-
kartierung der aus infizierten Zellen präparierten Virus-DNAs bestätigt werden. Der
Nachweis der Expression der HPV-16 Sequenzen durch immunozytochemische Färbungen
und Western Blot zeigte, daß die L1p-Konstrukte mit den für Pflanzenoptimierten Codons
effizienter exprimiert wurden als die entsprechenden Konstrukte mit den natürlichen
HPV-16 L1-Codons. Daher wurden für die weiteren Arbeiten zur Infektion von
dendritischen Zellen nur die effizienter exprimierten Konstrukte mit L1p-Sequenzen
verwendet.
3.2 Herstellung und Charakterisierung rekombinanter
Adenoviren mit kostimulatorischen Molekülen
Neben der Herstellung rekombinanter Adenoviren mit HPV-16 Sequenzen war ein wei-
teres Ziel dieser Arbeit die Generierung rekombinanter Adenoviren codierend für kosti-
mulatorische Moleküle. Die Ergebnisse zur Konstruktion der adenoviralen Vektoren mit
HPV-16 Sequenzen haben gezeigt, daß mit dem adenoviralen Cosmidklonierungssystem
eine effiziente Technik für die Generierung rekombinanter Adenoviren zur Verfügung
stand. Zusätzlich zu dem Transfer von therapeutisch anwendbaren HPV-16 Antigenen in
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dendritische Zellen könnte aber auch die Bereitstellung von Genen für immun-
modulatorische Moleküle, sog. kostimulatorischer Moleküle, die Initiation einer effektiven
Immunantwort verbessern. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Mitgliedern der
TNF- bzw. TNFR-Superfamilie mit immunmodulatorischen Eigenschaften entdeckt, die
für immuntherapeutische Ansätze von Interesse sind. Bekannte Mitglieder der
TNFR-Superfamilie sind z.B. CD40, RANK/TRANCE, FAS und 4-1BB (CD137), deren
Liganden (CD40L/CD154 RANKL/TRANCE-R, FasL, 4-1BBL) sind bekannte Vertreter
der TNF-Superfamilie. Einige TNF-/TNFR-Paare spielen für die Interaktion zwischen
dendritischen Zellen und T-Zellen eine große Rolle (siehe 1.4), und die daraus resultieren-
den Effekte auf die Immunantwort rechtfertigen detailliertere Untersuchungen ihrer
immunmodulatorischen Eigenschaften sowie ihren möglichen therapeutischen Nutzen für
die Immuntherapie. So erscheint die Infektion von dendritischen Zellen mit mehreren
rekombinanten Adenoviren, die einerseits HPV-assoziierte Antigene und andererseits
kostimulatorische Moleküle codieren, vielversprechend, um deren stimulatorisches Poten-
tial optimal nutzen zu können. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Gene der TNF-/TNFR-
Rezeptor/Ligandenpaare CD40/CD40L, RANK/RANKL und 4-1BB/4-1BBL, die eine
wichtige Rolle in der Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-Zellen spielen und
daher von therapeutischem Nutzen sein könnten, isoliert und in eine bicistronische
Expressionskassette kloniert werden. Nach der Insertion der Expressionskassetten in dem
adenoviralen Cosmidvektor und Produktion der rekombinanten Adenoviren konnte der
immunmodulatorische Effekt dieser kostimulatorischen Moleküle auf die stimulatorische
Eigenschaft der dendritische Zellen untersucht werden.
3.2.1 Konstruktion von regulierbaren adenoviralen Cosmiden mit
kostimulatorischen Molekülen
Das Ziel war es adenovirale Vektoren zu generieren, welche die Gene für die murinen
kostimulatorischen Moleküle CD40, CD40L, 4-1BB, 4-1BBL, RANK und RANKL
enthalten. Die replikationsdefizienten Adenoviren für RANK und RANKL (AdRANK und
AdRANKL) wurden von Borris Haupt während seiner Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe
Lindenmaier/Dittmar generiert und standen zur Verfügung. Die Klonierung der entspre-
chenden adenoviralen Cosmidvektoren soll hier nur kurz beschrieben werden (3.2.1.5 und
3.2.1.6). In dieser Diplomarbeit wurde bei der Herstellung von AdRANK beobachtet, daß
Wechselwirkungen des exprimierten Transgens nach der Transfektion der Cosmid-DNA
mit der adenoviralen Replikation bzw. dem zellulären Metabolismus der 293 Produktions-
zellinie die Herstellung replikationsdefizienter Adenoviren inhibierte. Es zeigte sich, daß
die Überexpression von RANK in der Zeitspanne nach der Transfektion bis zur Bildung
der ersten rekombinanten Adenoviruspartikel ein rasches Absterben der transfizierten
Zellen zur Folge hatte, weshalb die Bildung rekombinanter Adenoviren ausblieb. Die
Ursache für die Inhibition der Virusbildung bei gleichzeitiger RANK Expression ist unklar.
Durch die Etablierung eines regulierten adenoviralen Cosmidsystems, in dem die
Expression des Transgens in dem genannten Zeitraum reprimiert wurde, konnte dieses
Problem gelöst werden. Dies läßt vermuten, daß die Inhibition der Virusbildung auf einen
zytotoxischen Effekt der Überexpression von RANK in der 293 Produktionszellinie
zurückzuführen war. In den regulierbaren adenoviralen Cosmidvektoren wurde zur
Repression des Transgens das von Invitrogen angebotene T-REX-System adaptiert. In
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diesem Tetracyclin-abhängigen Regulationssystem wurden die Tetracyclin-Operator-
sequenzen (tetO) exakt 10 bp stromabwärts von dem letzten Nukleotid des TATA-
Elements innerhalb des humanen CMV-Promotors eingefügt (CMV-TO). Dadurch bindet
der Tetracyclin-Repressor (Tet-R) in Abwesenheit von Tetracyclin an die tetO und
blockiert so die für die Initiation der Transkription notwendige Bindung der
Transkriptionsfaktoren an die TATA-Box. Durch die Verwendung des CMV-TO-
Promotors für die Konstruktion der Expressionseinheiten ließ sich dieses System sehr
einfach für die Etablierung eines regulierbaren adenoviralen Cosmidklonierungssystem
adaptieren, indem durch Kotransfektion der Cosmid-DNA mit einem Tet-R codierenden
Plasmid die Expression des Transgens reprimiert wird. Bei einer späteren Anwendung der
rekombinanten Adenoviren, die in Abwesenheit des Tet-R erfolgte, zeigte sich, daß keine
zusätzliche Induktion erforderlich war, und die Expressionsstärke des CMV-TO-Promotors
durch die Modifikation unbeeinflußt blieb.
Die Erfahrungen aus der Herstellung der rekombinanten Adenoviren für die kostimula-
torischen Moleküle RANK und RANKL führten zu der Entscheidung, für CD40, CD40L,
4-1BB und 4-1BBL ebenfalls regulierbare Konstrukte herzustellen, um mögliche biolo-
gische Effekte ihrer Überexpression mit der adenoviralen DNA-Replikation bzw. dem
zellulären Metabolismus der 293 Produktionszellinie zu verhindern. Die Entscheidung
regulierbare Adenocosmidvektoren zu generieren, beruhte primär auf produktionstech-
nischen Aspekten mit dem Ziel lediglich die Repression für den Zeitraum zwischen
Transfektion und erster Virusbildung aufrechtzuerhalten. Für die spätere Anwendung der
entsprechenden rekombinanten Adenoviren, wie z.B. für die Infektion von dendritischen
Zellen, sollte die Expression der kostimulatorischen Moleküle allerdings nicht reguliert
werden, und keine weitere Induktion benötigen.
Für die Klonierung der regulierbaren adenoviralen Cosmidvektoren mußten zunächst die
codierenden DNAs für CD40, CD40L, 4-1BB und 4-1BBL (Abb. 3.11) isoliert werden. Da
diese Mitglieder der TNF- und TNFR-Superfamilien in aktivierten T-Lymphozyten bzw.
professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APCs) exprimiert werden (siehe 1.4),
wurde eine weibliche C57Bl/6-Maus zur Aktivierung der Immunsystems mit
Freund´schem Adjuvants immunisiert und 4 Tage später die Milz isoliert. Nach der
Präparation der Lymphozyten wurde deren Gesamt-RNA isoliert und für die Erststrang
cDNA-Synthese mit Oligo-(dT)-Primer verwendet. Anhand der GenBank-Sequenz für
CD40, CD40L, 4-1BB und 4-1BBL wurden spezifischen Oligonukleotid-Primer (siehe
Tab. 2.1) entwickelt, so daß die relevanten Gene aus der hergestellten cDNA durch PCR
isoliert werden konnten. Für die weitere Klonierung wurde den 5´-Primern eine NheI- bzw.
eine XhoI-Restriktionsschnittstelle den 3´-Primer angefügt. Die PCRs wurden mit der
Platinum Pfx-DNA-Polymerase durchgeführt, die eine proof reading-Funktion besitzt und
blunt end-Fragment produziert.
Um auch sehr geringe Mengen an PCR-Produkten zu klonieren, wurden die PCR-Produkte
unter Verwendung des Zero-Blunt-TOPO-PCR-Klonierungssystems (Invitrogen) in den
TOPO-Vektor pCR-BluntII-TOPO (Invitrogen) kloniert. Die Klone wurden zuerst durch
Restriktionskartierungen charakterisiert, bevor die Sequenz der inserierten PCR-Produkte
durch DNA-Sequenzierung verifiziert wurde. Für die Konstruktion der Vektors mit
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regulierbarer bicistronischer Expressionskassette wurden die Klone mit korrekter Sequenz
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CMV-TO     mCD40        IRES   egfp  Poly-A 
CMV-TO     mCD40L      IRES   egfp  Poly-A 
CMV-TO     m4-1BB          IRES   egfp  Poly-A  
CMV-TO     m4-1BBL           IRES   egfp  Poly-A 
CMV-TO         mRANK              IRES   egfp  Poly-A 
CMV-TO         mRANKL         IRES   egfp  Poly-A 
Abb. 3.9: Schematische Darstellung der Konstruktion der durch den CMV-TO-Promotor regu-
lierbaren Expressionskassetten codierend für die murinen (m) kostimulatorischen
Moleküle CD40, CD40L, RANK, RANKL, 4-1BB oder 4-1BBL. Für die Klonierung der
bicistronischen Plasmide wurde das jeweilige Gen gegen das Gen für Rec1 in
pGEMTORec1IRESegfp ausgetauscht. Die beiden Plasmide pGEMTOmRANKIRES-
egfp und pGEMTOmRANKLIRESegfp wurden zur Verfügung gestellt. Eine detail-
liertere Beschreibung der Klonierungsstrategien ist in den Kapiteln der jeweiligen
Konstrukte und in Tab. 3.3 zu finden.
Die Generierung der regulierbaren adenoviralen Cosmidvektoren erfolgte wie zuvor (3.1.2)
in einem Zwei-Stufen-Prozeß mit der Konstruktion der Expressionskassetten als erstem
Schritt (Abb. 3.9) und ihrer Insertion in den adenoviralen Cosmidvektor als zweitem
Schritt (Abb. 3.10).
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Adenovirale Cosmidvektoren mit regulierbarer







CMV-TO      mCD40L      IRES   egfp  Poly-A CMV-TO      mCD40        IRES   egfp  Poly-A 
CMV-TO      m4-1BB          IRES   egfp  Poly-A  
CMV-TO      m4-1BBL           IRES   egfp  Poly-A 
CMV-TO          mRANK              IRES   egfp  Poly-A 
CMV-TO          mRANKL         IRES   egfp  Poly-A 
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Abb. 3.10: Schematische Darstellung der Insertion der regulierbaren Expressionskassetten mit Genen
für kostimulatorische Moleküle in die deletierte E1-Region des adenoviralen Cosmidvektors.
Die Insertion der bicistronischen Expressionskassetten mit dem CMV-TO-Promotor erfolgte
entweder durch Insertion in pAdcos45 oder Austausch mit der Expressionskassette von
pAdcos45Rec1IRESegfp. Eine detailliertere Beschreibung der Klonierungsstrategien ist in
den Kapiteln der jeweiligen Konstrukte und in Tab. 3.3 zu finden.
Für die Herstellung regulierbarer bicistronischer Vektoren wurde der CMV-TO-Promotor
aus pcDNA4TOmychisA (Invitrogen) mit SnaBI und AflII ausgeschnitten und durch
Austausch des entsprechenden DNA-Fragmentes in pGEMRec1IRESegfp (SnaBI/AflII)
kloniert. Das resultierende Plasmid wurde als pGEMTORec1IRESegfp bezeichnet und
besaß die bicistronische Expressionskassette von pGEMRec1IRESegfp mit einem
CMV-TO-Promotor. Die jeweiligen DNAs der kostimulatorischen Moleküle wurden als
erstes Cistron in die regulierbare bicistronische Expressionskassette von pGEMTORec1-
IRESegfp kloniert, indem das Rec1-Gen ausgeschnitten und durch die DNA des
kostimulatorischen Moleküls ersetzt wurde (Abb. 3.9). Die Vektoren mit den regulierbaren
Expressionseinheiten, in denen die Transkription der kostimulatorischen Moleküle durch
den modifizierten CMV-Promotor aus dem T-REX-System reguliert wurde, besaßen
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zusätzlich ein aus dem Poliovirus stammendes IRES-Element gefolgt von dem egfp-Repor-
tergen als zweitem Cistron, dessen Translation IRES-abhängig erfolgt. Die Expression des
Reportergens diente erneut als Kontrolle für die Funktionalität der Expressionskassetten
und für die Produktion rekombinanter Adenoviren, aber auch zur Kontrolle der Repression
bei der Kotransfektion mit dem Tet-R codierenden Plasmid.
Die Insertion der regulierbaren Expressionseinheiten in die deletierte E1-Region erfolgte
wieder durch Insertion pAdcos45 bzw. durch den Ersatz der Expressionskassette in
pAdcos45Rec1IRESegfp (Abb. 3.10). Nach der in vitro Verpackung der adenoviralen
Cosmidvektoren in Lambda-Kapside und Transduktion in E. coli wurden die Klone durch
Restriktionskartierungen charakterisiert, so daß die korrekten Adenocosmid-DNAs für die
Transfektionen in die 293 Produktionszellinie zur Verfügung standen. Für die Herstellung
der rekombinanten Adenoviren wurden Cosmid-DNAs entweder alleine oder mit dem
Tet-R codierenden Plasmid pcDNA6/Tet-R (Invitrogen) in die bisher verwendeten
293LP Zellen kotransfiziert (Abb. 3.12 A).
Eine detailliertere Beschreibung sowie Zusammenfassung der Klonierungsstrategien findet
sich in den folgenden Kapitel bzw. in Tab. 3.3.
3.2.1.1 Klonierung von pAdcosTOmCD40IRESegfp
Anhand des GenBank-Eintrages M83312 für das murine CD40 (mCD40) wurden die
Oligonukleotid-Primer mit NheI- bzw. XhoI-Restriktionsstelle konstruiert (siehe Tab. 2.1)
und die entsprechende DNA durch PCR Lymphozyten-cDNA isoliert. Das 930 bp große
PCR-Produkt wurde mit dem TOPO-Klonierungssystem (Invitrogen) in pCR-BluntII-
TOPO (Invitrogen) kloniert. Nach der Restriktionsanalyse wurden die Klone als
pCR-II-mCD40 bezeichnet und die Sequenz der mCD40-DNA durch DNA-Sequenzierung
kontrolliert. Der Sequenzvergleich mit dem GenBank-Eintrag M83319 zeigte, daß alle
pCR-II-mCD40-Klone im Codon 255 für Threonin eine stille Mutation (ACA→ACG) und
eine Aminosäuresubstitution (AS-Substitution: Met→Ile) im Codon 227 (ATG→ATC)
aufwiesen (Abb. 3.11). Diese Modifikation von mCD40 im Codon 227 ist bereits
beschrieben (GenBank: XM_110400), so daß es sich nicht um ein PCR-Artefakt handelte.
Ob der Austausch der neutralen Aminosäure Met mit schwach polarer Seitenkette gegen
eine neutrale Aminosäure mit etwas hydrophoberer Seitenkette einen Einfluß auf die
Struktur bzw. Funktion des Proteins hat, konnte nicht anhand der Literatur beantwortet
werden.
Die DNA für mCD40 wurde mit NheI und XhoI aus pCR-II-mCD40 ausgeschnitten, die
kohäsiven DNA-Enden des 924 bp Fragments mit T4-DNA-Polymerase aufgefüllt und in
pGEMTORec1IRESegfp kloniert. Dafür wurde zuvor das Rec1-Gen aus pGEMTORec1-
IRESegfp mit SmaI und NheI entfernt, die kohäsiven DNA-Enden der NheI-Schnittstelle
mit T4-DNA-Polymerase aufgefüllt und dephosphoryliert, so daß die mCD40-DNA
inseriert werden konnte. Die sense Orientierung des inserierten Fragmentes wurde durch
Restriktionsanalysen überprüft und die korrekten Klone mit der regulierbaren
bicistronischen Expressionskassette aus CMV-TO-Promotor, mCD40 als erstem Cistron,
IRES-Element und egfp als zweitem Cistron als pGEMTOmCD40IRESegfp bezeichnet.
Die Expressionskassette wurde mit Psp1406I und XbaI ausgeschnitten und das 3524 bp
Fragment in die deletierte E1-Region von pAdcos45 kloniert. Für die Insertion der
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Expressionskassette wurde pAdcos45 zuvor mit ClaI und XbaI gespalten und mit
alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Nach in vitro Verpackung in Lambda-Phagen-
kapside, Transduktion in E. coli und Charakterisierung der Klone durch
Restriktionsanalysen wurde der Vektor als pAdcosTOmCD40IRESegfp bezeichnet.
3.2.1.2 Klonierung von pAdcosTOmCD40LIRESegfp
Die für das murine CD40L (mCD40L) spezifischen Oligonukleotid-Primer mit NheI- und
XhoI-Schnittstelle (siehe Tab. 2.1) wurden basierend auf dem GenBank-Eintrag X65453
konstruiert, die DNA für mCD40L durch PCR aus der Lymphozyten-cDNA isoliert und
das 811 bp DNA-Fragment in pCR-BluntII-TOPO (Invitrogen) kloniert. Nach der Restrik-
tionscharakterisierung der Klone, die als pCR-II-mCD40L bezeichnet wurden, wurde von
korrekten Klonen die Sequenz von mCD40L durch DNA-Sequenzierung ermittelt. Der
Vergleich mit dem GenBank-Eintrag X65453 zeigte, daß in allen pCR-II-mCD40L-Klonen
eine AS-Substitution (Ile→Ser) im Codon 198 (ATT→AGT) vorlag (Abb. 3.11). Diese
Mutation findet sich auch in GenBank (Eintrag: S21738) und hat keinen Einfluß auf die
Funktion des CD40L-Proteins301.
Das Fragment für mCD40L wurde mit NheI und XhoI aus pCR-II-mCD40L ausge-
schnitten und die kohäsiven DNA-Enden mit T4-DNA-Polymerase zu blunt end-Enden
aufgefüllt. Das 798 bp Fragment wurde durch Austausch mit Rec1 in pGEMTORec1-
IRESegfp (SalI/NheI, T4-DNA-Polymerase, CIP) kloniert und die Insertion in sense
Orientierung kontrolliert. Aus dem entstandenen pGEMTOmCD40LIRESegfp wurde die
Expressionskassette mit SwaI und XbaI ausgeschnitten und das 3390 bp in SwaI/XbaI
geschnittenen pAdcos45Rec1IRESegfp kloniert, dessen bicistronische Expressionskassette
durch die neue Expressionskassette ersetzt wurde. Die Struktur von
pAdcosTOmCD40LIRESegfp wurde durch Restriktionsanalysen kontrolliert.
3.2.1.3 Klonierung von pAdcosTOm4-1BBIRESegfp
Die DNA codierend für das murine 4-1BB (m4-1BB) wurde durch PCR aus der Lympho-
zyten-cDNA isoliert. Die verwendeten Oligonukleotid-Primer (NheI/XhoI-Restriktions-
stellen) spezifisch für m4-1BB wurden anhand des GenBank-Eintrages J04492 entwickelt
(siehe Tab. 2.1). Das PCR-Produkt (893 bp) wurde in pCR-BluntII-TOPO (Invitrogen)
kloniert und die Struktur von pCR-II-m4-1BB durch Restriktionsanalyse kontrolliert. Von
einigen korrekten Klonen wurde die m4-1BB-DNA sequenziert. Der Sequenzvergleich der
4-1BB-Klone zeigte keine Abweichungen von der Sequenz des GenBank-Eintrages.
Mit NheI und XhoI wurde das Gen für m4-1BB aus pCR-II-m4-1BB ausgeschnitten und
die kohäsiven DNA-Enden durch T4-DNA-Polymerase aufgefüllt. Das 887 bp blunt end-
Fragment durch Austausch des Rec1-Gens in pGEMTORec1IRESegfp (SalI/NheI,
T4-DNA-Polymerase, CIP) kloniert. Nach Verifizierung der Insertion von m4-1BB in
sense Orientierung wurde die regulierbare Expressionskassette aus pGEMTOm4-1BB-
IRESegfp mit SmiI und NruI ausgeschnitten und das 3518 bp Fragment in die deletierte
E1-Region von pAdcos45 kloniert. Für diese Insertion wurde pAdcos45 zuvor mit XbaI
inkubiert, die kohäsiven XbaI-Enden durch T4-DNA-Polymerase aufgefüllt und mit CIP
dephosphoryliert. Der Vektor wurde nach Kontrolle als pAdcosTOm4-1BBIRESegfp
bezeichnet.
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Tab. 3.3: Zusammenfassung der Klonierung der rekombinanten Adenoviren mit kostimulatorischen Molekülen. Der CMV-TO-Promotor wurde durch Austausch des
SnaI/SpeI-Fragmentes aus pcDNA4TOmychisA (Invitrogen) mit dem SnaI/AvrII-Fragmentes aus pGEMmRANKIRESegfp bzw. pGEMmRANKLIRESegfp in
pGEMTOmRANKIRESegfp und pGEMTOmRANKLIRESegfp kloniert.
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Abb. 3.11: Schematische Darstellung der Proteinstruktur der kostimulatorischen Moleküle der TNF-
bzw. TNFR-Superfamilie mit den gefundenen Abweichungen von den jeweiligen GenBank-
Sequenzen. Erläuterungen siehe Text.
3.2.1.4 Klonierung von pAdcosTOm4-1BBLIRESegfp
Anhand der GenBank-Sequenz L15435 wurden die für das murine 4-1BBL (m4-1BBL)
spezifischen Oligonukleotid-Primer mit NheI- im 5´-Primer bzw. XhoI-Schnittstelle im
3´-Primer entwickelt (siehe Tab. 2.1). Die DNA codierend für m4-1BBL wurde mittels
PCR aus der Lymphozyten-cDNA isoliert und das 981 bp große PCR-Produkt in
pCR-BluntII-TOPO (Invitrogen) kloniert. Nach Kontrolle der Struktur durch Restriktions-
kartierung wurde die m4-1BBL-DNA aus pCR-II-m4-1BBL sequenziert. Dabei wurde im
Vergleich zur GenBank-Sequenz in allen Klonen eine Mutation im Codon 208
(CCA→GCA) detektiert (Abb. 3.11), die zu einer Veränderung der AS-Sequenz
(Pro→Ala) führt. Diese Modifikation des Codon 208 in m4-1BBL war zum Zeitpunkt der
Arbeit nicht beschrieben. Ob diese AS-Substitution in der extrazellulären Domäne einen
Einfluß auf die Funktionalität besitzt, konnte anhand der Literatur nicht geklärt werden.
Die in vivo Experimente (3.5.1) sowie die FACS-Daten (3.3.3) mit Ad4-1BBL-infizierten
dendritischen Zellen verdeutlicht, daß diese AS-Substitution nicht die Funktionalität
beeinträchtigte. Bei der detektierten Mutation in der Sequenz von m4-1BBL könnte es sich
um ein Artefakt aus der cDNA-Synthese bzw. PCR handeln. Die beschriebenen
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Mutationen für mCD40 und mCD40L, die in GenBank beschrieben sind, deuten aber auch
auf eine gewisse genetische Variabilität hin, die auch in einem Inzuchtstamm auftreten
können, insbesondere wenn Mäuse von unterschiedlichen Quellen bezogen werden.
Die Exzision der m4-1BBL-DNA aus pCR-II-m4-1BBL erfolgte mit NheI und XhoI.
Durch T4-DNA-Polymerase wurde das 975 bp Fragment in ein blunt end-Fragment modi-
fiziert und durch Austausch mit dem Rec1-Gen in pGEMTORec1IRESegfp (SalI/NheI,
T4-DNA-Polymerase, CIP) kloniert. Die Struktur der regulierbaren bicistronischen Expres-
sionskassette von pGEMTOm4-1BBLIRESegfp wurde kontrolliert und für die Insertion in
pAdcos45 (ClaI/XbaI, CIP) mit Psp1406I und XbaI ausgeschnitten (3575 bp Fragment).
Der entstandene adenovirale Cosmidvektor wurde als pAdcosTOm4-1BBLIRESegfp
bezeichnet.
3.2.1.5 Klonierung von pAdcosTOmRANKIRESegfp
Die Klonierung von pAdcosTOmRANKIRESegfp wurde von Borris Haupt im Rahmen
seiner Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe Lindenmaier/Dittmar durchgeführt. Aus diesem
Grund wird in diesem Kapitel nur sehr kurz die Konstruktion beschrieben.
Die DNA codierend für das murine RANK (mRANK) wurde aus pDC409 (Immunex) mit
NheI und EcoRV ausgeschnitten und die kohäsiven DNA-Enden mit T4-DNA-Polymerase
aufgefüllt. Das blunt end-Fragment (1772 bp) wurde in pGEMIRESegfp kloniert, der
zuvor mit SmaI linearisiert und dephosphoryliert wurde. Die Struktur von pGEMmRANK-
IRESegfp wurde durch Restriktionskartierung kontrolliert. Für die Herstellung einer
regulierbaren Expressionseinheit wurde aus pGEMmRANKIRESegfp mit SnaI und AvrII
ein Fragment des CMV-Promotors ausgeschnitten und durch ein entsprechendes Fragment
mit tetO aus SnaI/SpeI behandeltem pcDNA4TOmychisA (Invitrogen) ersetzt, so daß
pGEMTOmRANKIRESegfp eine regulierbare bicistronische Expressionseinheit aus
CMV-TO-Promotor, mRANK, IRES-Element und egfp enthält. Für die Insertion in die
deletierte E1-Region von pAdcos45 (ClaI/XbaI, CIP) wurde diese Expressionskassette
(4669 bp) mit Psp1406I und ClaI ausgeschnitten. Nach Charakterisierung der
DNA-Struktur wurde der Vektor als pAdcosTOmRANKIRESegfp bezeichnet.
3.2.1.6 Klonierung von pAdcosTOmRANKLIRESegfp
Auch pAdcosTOmRANKLIRESegfp wurde von Borris Haupt im Rahmen seiner
Diplomarbeit generiert.
Das Gen für das murine RANKL (mRANKL) wurde mit SalI aus pBS-mRANKL
(Immunex) ausgeschnitten und das 1772 bp große mRANKL-Fragment in den mit SalI
linearisierten und dephosphorylierten pGEMIRESegfp kloniert. Nach der Kontrolle der
DNA-Struktur wurde pGEMmRANKLIRESegfp mit SnaI und AvrII gespalten und das
entfernte Fragment des CMV-Promotors durch ein entsprechendes Fragment mit tetO aus
SnaI/SpeI behandelten pcDNA4TOmychisA (Invitrogen) ersetzt, und der resultierende
Vektor mit der regulierbaren Expressionskassette als pGEMTOmRANKLIRESegfp
bezeichnet. Für die Insertion dieser Expressionskassette in den Adenocosmidvektor wurde
pGEMTOmRANKLIRESegfp mit Psp1406I und XbaI gespalten und das 4428 bp Frag-
ment in die deletierte E1-Region von pAdcos45 (ClaI/XbaI, CIP) kloniert. Der entstandene
Vektor wurde nach Kontrolle der Struktur als pAdcosTOmRANKLIRESegfp bezeichnet.
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3.2.2 Herstellung und Aufreinigung replikationsdefizienter Adenoviren mit
kostimulatorischen Molekülen
Für die Herstellung der rekombinanten Adenoviren, die kostimulatorische Moleküle
codieren, wurde wie zuvor (3.1.3) die amplifizierte, aufgereinigte und charakterisierte
Adenocosmid-DNA in die 293LP Produktionszellinie transfiziert. Die Transfektion mittels
Calciumphosphat-DNA-Kopräzipitation zur Herstellung des primären Adenovirusstocks
erfolgte entweder mit der Cosmid-DNA alleine oder simultan mit dem Tet-R codierenden
Plasmid pcDNA6/Tet-R (Abb. 3.12 A), um durch die Bindung des Tet-R an dem
CMV-TO-Promotor die Transgen-Expression zu reprimieren. Durch die Repression sollten
mögliche biologische Effekte, die wie für RANK beobachtet auf der Überexpression des
Transgens beruhten und die Virusbildung inhibierten, minimiert werden.
Nach der Transfektion wurden erneut primäre Adenovirusstocks hergestellt (3.2.2.1) und
die DNA-Struktur sowie Funktionalität der hergestellten rekombinanten Adenoviren
charakterisiert (3.2.3), bevor die dialysierten hochtitrigen CsCl-gereinigte Stocks (3.2.2.2)
hergestellt wurden.
3.2.2.1 Herstellung primärer Adenovirusstocks unter Repression der Transgen-Expression
Die Herstellung der replikationsdefizienten rekombinanten Adenoviren mit kostimula-
torischen Molekülen erfolgte wie unter 3.1.3.1. Die Transfektion für jedes adenovirale
Cosmid-Konstrukt erfolgte in zwei unabhängigen Transfektionen, die sich durch die
Anwesenheit bzw. Abwesenheit des Tetracyclin-Repressors unterschieden (Abb. 3.12 A).
Der Vergleich dieser beiden Ansätze sollte zeigen, ob die Expression des Transgens nach
der Transfektion in Abwesenheit des Repressors die primäre Virusbildung unterbindet, wie
in der Diplomarbeit von Borris Haupt für RANK beobachtet wurde. Um die Expression der
kostimulatorischen Moleküle zu reprimieren, wurden die 293LP Zellen simultan mit der
Adenocosmid-DNA und pcDNA6/Tet-R (Invitrogen) kotransfiziert. Für die Kotransfektion
wurde ein molares Verhältnis der Cosmid-DNA zu pcDNA6/Tet-R von 1:6 gewählt, um zu
gewährleisten, daß alle mit der Cosmid-DNA transfizierten Zellen gleichzeitig mindestens
eine Kopie des Repressorplasmids enthielten. Die Transfektanten wurden wie die zuvor
beschriebenen Transfektionen weiterkultiviert und die EGFP-Expression regelmäßig am
Fluoreszenzmikroskop kontrolliert.
Am Tag 3 nach der Transfektion wurde die Transfektionseffizienz anhand der EGFP-
Expression fluoreszenzmikroskopisch abgeschätzt (Abb. 3.12 B). Dabei zeigte sich, daß in
den Ansätzen ohne pcDNA6/Tet-R zwischen 5-20% der Zellen EGFP-positiv waren. In
den Transfektionsansätzen mit pcDNA6/Tet-R konnte dagegen nur eine sehr schwache
EGFP-Fluoreszenz beobachtet werden, was auf die effiziente Repression der Transgen-
Expression zurückzuführen sein könnte. Eine geringere Transfektionseffizienz als Ursache
für die Reduktion der EGFP-Fluoreszenz in diesen Ansätzen kann jedoch nicht ausge-
schlossen werden. Die EGFP-Fluoreszenzintensität, wie auch die Anzahl der EGFP-
positiven Zellen blieb unter den reprimierenden Bedingungen bis zum Auftreten der ersten
adenoviralen Plaques kaum nachweisbar. Mit Beginn der Virusproduktion nahm jedoch die
Intensität der EGFP-Fluoreszenz und Anzahl an EGFP-positiven Zellen zu und war zum
Zeitpunkt der Zellernte für die Herstellung des primären Virusstocks vergleichbar mit der
unter nicht-reprimierten Bedingungen. Die Zunahme EGFP-exprimierender Zellen nach
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dem Auftreten der ersten Plaques könnte auf der Infektion von Zellen mit freigesetzten
rekombinanten Adenoviren, die nicht mit pcDNA6/Tet-R transfiziert wurden und daher
keinen Tet-R exprimieren, beruhen. Die Zunahme der EGFP-Fluoreszenzintensität könnte
auf die im Verlauf der viralen DNA-Replikation gestiegene Kopienzahl adenoviraler
Genome bei gleichbleibender Expression des Tet-R in den Transfektanten zurückzuführen
sein, so daß nicht mehr ausreichend Repressor-Moleküle für eine Bindung an alle
CMV-TO-Promotoren in der Zelle vorlag.
Die ersten adenoviralen Plaques wurden am Tag 11 nach der Transfektion detektiert, und
innerhalb der nächsten 4-5 Tage wiesen alle Konstrukte bis auf die beiden Ansätze mit
pAdcosTOm4-1BBLIRESegfp die ersten Plaques auf. Bezüglich des zeitlichen Verlaufs
der primären Virusbildung zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden unabhän-
gigen Transfektionen, die auf einen Effekt der Transgen-Expression hindeuteten. Beim
Kotransfektionsansatz von pAdcosTOmCD40LIRESegfp mit pcDNA6/Tet-R wurden die
ersten Plaques erst am Tag 24 nach der Transfektion detektiert. Da die Transfektionseffi-
zienz unter den reprimierten Bedingungen nicht ermittelt werden konnte und die Virusbil-
dung bei Verwendung zirkulärer Cosmid-DNA ein statistisch seltenes Ereignis ist, könnte
in diesem Fall eine geringere Transfektionseffizienz die Virusproduktion zeitlich verzögert
haben. Die Präparation der primären Adenovirusstocks erfolgte, wenn eine ausreichende
Anzahl der Zellen zytopathische Merkmale zeigten. Die Benennung der hergestellten
rekombinanten Adenoviren erfolgte nach dem jeweiligen ersten Cistron (AdCD40,
AdCD40L, Ad4-1BBL). Bevor die Herstellung hochtitriger Adenovirusstocks erfolgte,
wurden weitere 293 Zellen mit den primären Adenovirusstocks infiziert, um die Struktur
des adenoviralen Genoms der gewonnenen rekombinanten Adenoviren zu kontrollieren
(3.2.3.1).
In den Transfektionsansätzen mit pAdcosTOm4-1BBIRESegfp konnten weder in
Abwesenheit noch in Anwesenheit von Tet-R bis zum Tag 35 nach der Transfektion virale
Plaques detektiert werden. Es fiel auf, daß in den ersten 5 Tagen nach der Transfektion
unabhängig vom Tet-R ein vermehrtes Abrunden und Ablösen der Transfektanten auftrat.
Dies führte unter nicht-reprimierten Bedingungen zu einer gleichzeitigen Abnahme der
Zahl transfizierter EGFP-positiver Zellen. Am Ende der Kultivierung war keine EGFP-
positive Zelle mehr zu finden. Somit scheint die Überexpression von 4-1BB einen
zytopathischen Effekt in den 293 Produktionszellen zu besitzen, der die Produktion
rekombinanter Adenoviren unterbindet. Im Gegensatz zu RANK konnte durch die
Kotransfektion mit pcDNA6/Tet-R der zytopathischen Effekt von 4-1BB auf die
293 Zellen nicht ausreichend reduziert werden, um das Überleben der transfizierten Zellen
und die damit verbundene primäre Virusbildung zu ermöglichen, da auch in Gegenwart des
Tet-R die Anzahl der schwach EGFP-positiven Zellen in den ersten Tagen abnahm. Die
Ursache für den zytopathischen Effekt von 4-1BB auch im Vergleich zu den anderen
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Abb. 3.12: Herstellung der replikationsdefizienten adenoviraler Vektoren, die kostimulatorische Mole-
küle codieren, nach Transfektion der adenoviralen Cosmid-DNA in 293LP. (A) Schema-
tischer Ablauf der Generierung der primären Adenovirusstocks. (B) 20 µg Cosmid-DNA des
jeweiligen Konstruktes wurden entweder alleine oder mit pcDNA6/Tet-R im molarem Ver-
hältnis der Cosmid-DNA zu pcDNA6/Tet-R von 1:6 in 293LP kotransfiziert. Am Tag 3 wurde
die Transfektionseffizienz bzw. die Repressionseffizienz anhand der EGFP-Expression am
Fluoreszenzmikroskop bestimmt und bis zur Bildung der ersten adenoviralen Plaques wie-
terverfolgt. Die ersten Plaques wurden zwischen 11 und 16 Tagen nach der Transfektion
detektiert. Die Benennung der Viren erfolgte basierend auf dem ersten Cistron. Aufnahmen
mit 100-facher Vergrößerung.
3.2.2.2 Herstellung dialysierter CsCl-gereinigter Adenovirusstocks
Die Herstellung hochtitriger, dialysierter Stocks der rekombinanten Adenoviren, die
murine Mitglieder der TNF- bzw. TNFR-Superfamilie codieren, erfolgte wie zuvor unter
3.1.3.2 beschrieben.
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Nach der Aufreinigung und Dialyse der rekombinanten Adenoviren wurde der Virustiter
durch Infektion von 293LP Zellen und Bestimmung der Plaque bildenden Einheiten
ermittelt. Die ermittelten Titer lagen unabhängig vom verwendeten Konstrukt zwischen
1x1010 und 8x1010 PFU/ml und die Ausbeute pro 16 Zellkulturflaschen (175 cm2) betrug
zwischen 5x109 und 2x1010 PFU.
3.2.3 Charakterisierung der rekombinanten Adenoviren und
Expressionsnachweis der kostimulatorischen Molekülen
Die Identität und Struktur der adenoviralen Vektoren mit kostimulatorischen Molekülen
wurde durch Restriktionskartierung der viralen DNA kontrolliert (3.2.3.1). Die Funktio-
nalität der Vektoren wurde durch Analyse der Transgen-Expression durch immunozyto-
chemische Färbungen nachgewiesen.
3.2.3.1 Präparation und Charakterisierung der adenoviralen DNA
Die Präparation der DNA aus infizierten Zellen erfolgte wie zuvor (3.1.4.1), und durch
Restriktionskartierung wurden die Restriktionsmuster der adenoviralen DNAs mit denen
der Adenocosmid-DNAs verglichen.
Tab. 3.4: Erwartete Restriktionsmuster der jeweiligen linearen Adenovirus-DNA oder zirkulären
Adenocosmid-DNA nach Doppelverdau mit SwaI und XbaI. Die grau unterlegten DNA-
Fragmente entsprechen den jeweiligen Expressionskassetten.
DNA Restriktionsmuster nach Behandlung mit SwaI + XbaI
AdCd40 29487 bp 3516 bp 337 bp
pAdcosTOmCD40IRESegfp 36016 bp 3516 bp
AdCD40L 29487 bp 3390 bp 337 bp
pAdcosTOmCD40LIRESegfp 36016 bp 3390 bp
Ad4-1BBL 29487 bp 3567 bp 337 bp
pAdcosTOm4-1BBLIRESegfp 36016 bp 3567 bp
Zur Kontrolle der Struktur des adenoviralen Genoms wurden die Adenovirus-DNAs mit
HindIII gespalten (nicht gezeigt). Die Anwesenheit der inserierten Expressionskassette
wurde durch Inkubation der Adenovirus-DNAs mit SwaI und XbaI kontrolliert
(Abb. 3.13). Wie schon unter 3.1.4.1 erläutert, sind die Abweichungen im Restriktions-
muster der zirkulären Adenocosmid-DNA von dem der präparierten Adenovirus-DNA
(siehe Tab. 3.4) charakteristisch für die Adenovirus-DNA, da die prokaryontischen
Sequenzen der zirkulären Adenocosmid-DNA außerhalb der ITRs bei der viralen
DNA-Replikation nicht repliziert werden (Abb. 3.13 A). Unter den in Abb. 3.5 B darge-
stellten elektrophoretischen Bedingungen war der Unterschied zwischen den 36016 bp
Fragmenten der zirkulären Adenocosmid-DNAs und den 29487 bp Fragmenten der
linearen Adenovirus-DNAs ebenso wie das kleine 337 bp DNA-Fragment (linkes ITR bis
SwaI-Restriktionsschnittstelle) nicht erkennbar. Die Fragmentgrößen der mit SwaI und
XbaI aus den Adenovirus-DNAs ausgeschnittenen Expressionskassetten stimmte mit den
erwarteten Werten und dem der entsprechenden Adenocosmid-DNAs überein. Bei dem
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DNA-Schmier in den Ansätzen mit Adenovirus-DNAs bzw. Mock handelt es sich um

















































































































Abb. 3.13: Charakterisierung der adenoviralen DNA der rekombinanten Vektoren mit kostimula-
torischen Molekülen. (A) Vergleich der linearen Adenovirus-DNA die nicht mehr die
prokaryontischen Sequenzen außerhalb der beiden ITRs enthält, mit der zirkulären Adeno-
cosmid-DNA. (B) Die gelelektrophoretische Auftrennung der SwaI/XbaI-Restriktionsansätze
mit DNAs isoliert aus Zellen, infiziert mit den angegebenen Adenoviren oder Mock bzw. der
entsprechenden zirkulären Adenocosmid-DNA. Die erwarteten Restriktionsmuster sind in
Tab. 3.4 dargestellt. Die 337 bp Fragmente der linearen Virus-DNAs sowie der Unterschied
zwischen den 29487 bp Fragmenten der Virus-DNAs und den 36016 bp Fragmenten Adeno-
cosmid-DNAs sind unter den verwendeten Bedingungen nicht nachweisbar.
Für die Herstellung der hochtitrigen Adenovirusstocks wurden die aus den
Kotransfektionsansätzen stammenden primären Stocks verwendet (Abb. 3.12), d.h.
AdCD40 (2), AdCD40L (2) und Ad4-1BBL (2).
Die Virus-DNAs der rekombinanten Adenoviren für mRANK und mRANKL wurden hier
nicht kontrolliert, da dies bereits in der Diplomarbeit von Borris Haupt erfolgte.
3.2.3.2 Immunozytochemische Färbungen
Für den indirekten Expressionsnachweis der kostimulatorischen Moleküle durch immuno-
zytochemische Färbungen wurden die nicht-permissiven A549 Zellen, die im Gegensatz zu
den 293 Zellen nicht die deletierten E1-Genprodukte exprimieren, verwendet, da sie nach
Infektion mit replikationsdefizienten Adenoviren keine zytopathischen Effekte zeigen und
sich nicht vom Kulturgefäßboden ablösen. Dafür wurden die Zellen mit Verdünnungen der
entsprechenden rekombinanten Adenoviren, die kostimulatorische Moleküle codieren,
Adegfp oder Mock infiziert. Der Verlauf der Infektion und die EGFP-Expression wurden
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am Fluoreszenzmikroskop verfolgt und am Tag 2 nach der Infektion die Zellen mit
Paraformaldehyd fixiert. Nach der Inkubation mit den entsprechenden primären
Antikörpern spezifisch für das jeweilige kostimulatorische Molekül wurde im Falle einer
Biotin-Kopplung des primären Antikörpers seine Bindung mit Cy3-gekoppeltem Streptavi-
din nachgewiesen und fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Bei unmarkierten primären
Antikörpern wurde das Präparat vor der Detektion mit Cy3-Streptavidin mit einem Biotin-

















Abb. 3.14: Immunozytochemische Färbungen zum indirekten Nachweis von mCD40 und mCD40L in
infizierten A549 Zellen. Zwei Tage nach der Infektion der Zellen mit den entsprechenden
rekombinanten Adenoviren wurden die Färbungen, wie unter 2.6.4 beschrieben, durchge-
führt. Der Nachweis der Cy3-Emmission erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. Sowohl CD40
als auch CD40L lagen bevorzugt Membran-assoziiert vor, während die EGFP-Fluoreszenz
gleichmäßig im Zytoplasma verteilt vorlag. 400-fache Vergrößerung.
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Die Färbungen spezifisch für CD40 und CD40L (Abb. 3.14) zeigten anhand der
Cy3-Emission eine eindeutige Expression von mCD40 und mCD40L in den mit AdCD40-
bzw. AdCD40L-infizierten Zellen. Die sehr schwache Cy3-Fluoreszenz der Kontrollen
demonstrierte, daß die Bindung der Antikörper nicht auf unspezifische Wechselwirkungen
mit dem Präparat beruhten. Ein weiteres Indiz für die Spezifität der Färbungen war die
Kolokalisation der Cy3-Emission mit der EGFP-Expression als zweitem Cistron in den
Expressionskassetten von AdCD40 und ADCD40L. Die EGFP-Fluoreszenz war
gleichmäßig im Zytoplasma der infizierten Zellen verteilt, wohingegen die spezifische
Cy3-Fluoreszenz von mCD40 und mCD40L bevorzugt in der Zytoplasmamembran
lokalisiert war. Da sowohl CD40 als auch CD40L Transmembranproteine sind und somit
Membran-assoziiert vorliegen (siehe 1.4), scheint der für die Funktion von CD40 und
CD40L essentielle Transport in die Zytoplasmamembran auch in den mit AdCD40 bzw.







Abb. 3.15: Indirekter Nachweis der m4-1BBL-Expression durch immunozytochemische Färbungen
infizierter A549 Zellen. Zwei Tage nach der Infektion der Zellen mit den entsprechenden
rekombinanten Adenoviren wurden die Färbungen, wie unter 2.6.4 beschrieben, durchge-
führt und die Cy3-Emmission am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Während die Fluores-
zenz von EGFP zytoplasmatisch vorlag, war die Cy3-Fluoreszenz des detektierten 4-1BBL
überwiegend Membran-assoziiert. Aufnahmen mit 400-facher Vergrößerung.
Die m4-1BBL-spezifischen Färbungen (Abb. 3.15) wiesen die eindeutige Expression von
m4-1BBL nach Infektion von A549 Zellen mit Ad4-1BBL nach, die sich deutlich von der
auf unspezifischen Wechselwirkungen beruhenden Färbung der Zellen unterschied. Die
4-1BBL-Expression wurde durch die Übereinstimmung mit der gleichzeitigen EGFP-
Expression bestätigt. Wie zuvor für CD40 und CD40L beschrieben, konnte auch für
4-1BBL eine unterschiedliche Lokalisation in den Zellen im Vergleich zu EGFP
beobachtet werden, mit EGFP im Zytoplasma und der Cy3-Emmission überwiegend
Membran-assoziiert. Die daraus interpretierte Lokalisation von m4-1BBL in der
Zytoplasmamembran entspricht der Literatur (siehe 1.4) und ist für die Funktion des
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Transmembranproteins als kostimulatorisches Signal während der Interaktion zwischen

















Abb. 3.16: Immunozytochemische Färbungen zum indirekten Nachweis der Expression von mRANK
und mRANKL in infizierten A549 Zellen. Zwei Tage nach der Infektion der Zellen mit den ent-
sprechenden rekombinanten Adenoviren wurden die Färbungen, wie unter 2.6.4 beschrie-
ben, durchgeführt. Die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop zeigte die gleichmäßige Ver-
teilung von EGFP im Zytoplasma der infizierten Zellen, wohingegen die Cy3-Emmission für
mRANK bzw. mRANKL vorwiegend Membran-assoziiert detektiert wurde. 400-fache
Vergrößerung.
Die Expression von RANK und RANKL nach Infektion mit den entsprechenden
rekombinanten Adenoviren war bereits in der Diplomarbeit von Borris Haupt
nachgewiesen worden. Zur Überprüfung und zum Vergleich der Expression der anderen
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TNF/TNFR-Moleküle wurden analog immunozytochemische Färbungen infizierter
A549 Zellen durchgeführt. In infizierten 293LP Zellen konnte für die beiden Transmem-
branproteine mRANK und mRANKL eine bevorzugte Membran-assoziierte Lokalisation
in der Plasmamembran beobachtet wurden, so daß durch der Vergleich von RANK und
RANKL mit mCD40, mCD40L und m4-1BBL deren Lokalisation in der Zytoplasma-
membran bestätigen könnte. Die Färbungen zum Expressionsnachweis von mRANK und
mRANKL (Abb. 3.16) zeigten die spezifische Expression des jeweiligen Transgens in den
mit AdRANK- oder AdRANKL-infizierten A549 Zellen. Die Cy3-Emission dieser Zellen
konnte als positives Signal interpretiert werden, da die Färbungen der Kontrollen nur eine
sehr schwache Cy3-Fluoreszenz aufwiesen. Aber auch die gleichzeitige Expression des
zweiten Cistrons in den Expressionskassetten von AdRANK und AdRANKL bestätigte die
Spezifität der Färbungen, da nur EGFP-positive Zellen mit Cy3 markiert waren. Die beiden
exprimierten Transmembranproteine mRANK und mRANKL wurden, wie bereits in
293LP Zellen gezeigt, bevorzugt in Membranen lokalisiert nachgewiesen, wohingegen die
EGFP-Fluoreszenz gleichmäßig im Zytoplasma der infizierten A549 Zelle verteilt war. Der
Vergleich der Lokalisation von mRANK und mRANKL mit derjenigen der anderen
kostimulatorischen Moleküle führte zu der Interpretation, daß auch mCD40, mCD40L und
m4-1BBL Membran-assoziiert vorlagen, und der für ihre Funktion notwendige Transport
in die Zytoplasmamembran in den Adenovirus-infizierten Zellen erfolgte.
Die Ergebnisse in diesem Kapitel haben gezeigt, daß replikationsdefiziente adenovirale
Vektoren, die für murine Mitglieder der TNF- bzw. TNFR-Superfamilie codieren,
hergestellt und aufgereinigt werden konnten. Die Insertion der entsprechenden
Expressionskassetten in das adenovirale Genom wurde durch die Restriktionskartierung
der isolierten Adenovirus-DNAs bestätigt. Die Expression von mCD40, mCD40L,
m4-1BBL, mRANK und mRANKL konnte durch immunozytochemische Färbungen
infizierter A549 Zellen nachgewiesen werden. Die für die Funktion der transmembranen
TNF/TNFR-Moleküle essentielle Integration in die Zytoplasmamembran konnte in den
infizierten Zellen durch den Vergleich mit der Lokalisation der EGFP-Fluoreszenz gezeigt
werden. Die adenoviralen Vektoren mit kostimulatorischen Molekülen standen damit für
die Versuche zur genetischen Modifikation von dendritischen Zellen zur Verfügung.
Für die Herstellung dieser adenoviralen Konstrukte wurden regulierbare Expressions-
kassetten generiert. Durch die Kotransfektion der Adenocosmid-DNA mit dem Plasmid
des Repressors in die 293 Produktionszellen konnte die Transgen-Expression effizient
reprimiert werden. Die Versuche zur Herstellung eines rekombinanten Adenovirus, der das
murine 4-1BB codiert, blieben erfolglos. Von den zwei voneinander unabhängigen Trans-
fektionen mit der Adenocosmid-DNA, die jeweils im Parallelversuch unter reprimierten
bzw. nicht-reprimierten Bedingungen durchgeführt wurden, führte keine zur Bildung von
Viren. Auffällig war dabei die Abnahme der Anzahl EGFP-positiver Transfektanten, die
sich bereits in den ersten 5 Tagen nach der Transfektion abrundeten und ablösten. Zum
Zeitpunkt der Initiation der adenoviralen DNA-Replikation (zwischen Tag 8 und 10 nach
der Transfektion) konnten in den Transfektionsansätzen keine EGFP-positiven Zellen mehr
detektiert werden. Wegen der Erfahrungen mit der Herstellung des rekombinanten
Adenovirus für RANK, könnte auch für 4-1BB das Absterben der Zellen auf einen
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zytopathischen Effekt des exprimierten 4-1BB zurückzuführen sein. Selbst bei der
Verwendung des Tetracyclin-abhängigen Expressionssystems mit dem die Transgen-
Expression effizient reprimiert werden konnte, scheint das basale Expressionsniveau noch
zu hoch zu sein, da 4-1BB im Gegensatz zu RANK auch unter diesen Bedingungen noch
zytopathisch auf die Produktionszellen wirkte.
3.3 Infektion dendritischer Zellen mit adenoviralen Vektoren
Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer therapeutischen Immunisierung gegen
Tumore und persistierende Virusinfektionen mit dendritischen Zellen. In den bisherigen
Kapiteln wurde die Herstellung und Charakterisierung adenoviraler Vektoren erläutert, die
der genetischen Modifikation der dendritischen Zellen dienen sollten. Die Isolierung und
Kultivierung dendritischer Zellen sowie ihre genetische Modifikation durch Infektion mit
rekombinanten Adenoviren soll in diesem Kapitel beschrieben werden. Weiterhin sollte für
die späteren in vivo Experimente zur Induktion einer HPV-16-spezifischen Immunantwort
die Expression der HPV-16 Sequenzen in infizierten dendritischen Zellen nachgewiesen
und der Einfluß der kostimulatorischen Moleküle auf die dendritischen Zellen untersucht
werden.
3.3.1 Generierung muriner dendritischer Zellen und deren Infektion mit
adenoviralen Vektoren
Für die Generierung dendritischer Zellen stehen unterschiedliche Organe der Maus, wie
Knochenmark, Haut, Milz oder Thymus, zur Verfügung (siehe 1.3.7). Die Gewinnung
dendritischer Zellen aus der Kultivierung isolierter Knochenmarksvorläuferzellen bietet im
Vergleich zur Gewinnung aus den anderen Organen die Möglichkeit, größere Mengen an
dendritischen Zellen zu gewinnen, die sich zudem in einem homogeneren Reifungszustand
befinden. Da reife dendritische Zellen effizienter T-Zellen aktivieren können, ist die
Ausreifung bzw. der Differenzierungszustand der dendritischen Zellen für immuntherapeu-
tische Einsätze von Bedeutung. Abhängig von Art und Dauer der Kultivierung können
sowohl unreife als auch reife dendritische Zellen gewonnen werden.
Eine geeignete Methode wurde ausgehend von Protokollen von Inaba et al.129 und Lutz et
al.158 entwickelt. Die Vorläuferzellen der murinen dendritischen Zellen wurden aus dem
Knochenmark nach Depletion der Erythrozyten in Anwesenheit der Zytokine granulocyte-
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) und Interleukin 4 (IL-4) kultiviert, ohne
eine weitere Depletion kontaminierender Zelltypen wie z.B. Lymphozyten. Die isolierten
Zellen wurden insgesamt für sechs Tage in Anwesenheit der Zytokine kultiviert, wobei alle
zwei Tage 80 % des Kulturmedium mit Zytokinen erneuert wurde. Das CD11c-Antigen
diente als Marker für dendritische Zellen da es hauptsächlich in dendritischen Zellen
exprimiert wird. CD11c kommt aber auch in einzelnen Subpopulationen von Lymphozyten
vor149,150. Um Subpopulationen zu identifizieren, wurden die Zellen für die FACS-Analyse
neben der Markierung gegen das CD11c-Antigen noch mit einem zweiten Antikörper
gegen MHC II (major histocompatibility complex class II molecules) markiert. Die
MHC II-Expression auf der Zelloberfläche der dendritischen Zellen ist vom Differen-
zierungszustand der Zellen abhängig. So wird das zunächst intrazelluläre MHC II der
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unreifen dendritischen Zellen während der Differenzierung in reife Zellen an die
Zelloberfläche transportiert (siehe 1.3). Die zusätzliche Markierung der Zellen gegen
MHC II diente somit in Kombination mit CD11c zur eindeutigeren Identifizierung der




















































Abb. 3.17: Nachweis der Reifung und Infizierbarkeit von dendritischer Zellen. Murine dendritische
Zellen wurden durch Kultivierung von Knochenmarksvorläuferzellen in Anwesenheit der
GM-CSF und IL-4 generiert. Die Infektion mit Adegfp (MOI 100) oder Mock erfolgte am Tag 4
nach der Isolation. Die FACS-Analyse zur Identifizierung der CD11c+/MHC II+ dendritischen
Zellen wurde am Tag 6 und Tag 10 mit Antikörpern spezifisch für CD11c (PE-Markierung)
oder MHC II (Biotin-Markierung mit Cy5-Streptavidin) durchgeführt und die Infektion über
EGFP-exprimierende Zellen bestimmt.
Der Einfluß der Kultivierungsdauer auf den Anteil der dendritischen Zellen wurde durch
den Vergleich der Tag 6 Kulturen mit Tag 10 Kulturen durchgeführt (Abb. 3.17). Die
Infizierbarkeit der dendritischen Zellen und der Einfluß der Infektion mit adenoviralen
Vektoren wurden demonstriert, indem die Zellen am Tag 4 nach der Isolierung mit Adegfp
bzw. Mock infiziert und anschließend bis zur FACS-Analyse weiterkultiviert wurden. Für
die Infektion mit Adegfp, der eine monocistronische Expressionskassette mit dem
egfp-Reportergen unter Kontrolle des CMV-Promotors enthält, wurde eine multiplicitiy of
infection (MOI) von 100 gewählt. Die Analyse der Zellen im FACS zeigte, daß der Anteil
an CD11c+/MHC II+-Zellen am Tag 6 nach der Isolierung 42,89 % (Mock) bzw. 39,46 %
(Adegfp) betrug. Die Doppelfärbungen zeigten weiterhin, daß von den CD11c+-Zellen nur
etwa 5-10 % negativ für MHC II waren. Dies demonstriert, daß es sich bei den
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CD11c+-Zellen tatsächlich um dendritische Zellen handelte. Der relative Anteil der
CD11c+/MHC II+-Zellen nahm bis Tag 10 auf 70,1 % (Mock) bzw. 60,44 % (Adegfp) zu.
Diese Zunahme des Anteil an reifen dendritischen Zellen bestätigte die Abhängigkeit des
Differenzierungsgrads der Zellen von der Kultivierungsdauer. Der Vergleich der Tag 10
FACS-Diagramme mit denen vom Tag 6 zeigte durch die Abnahme der CD11c-/MHC II--
Zellen im unteren linken Quadrant auch eine deutliche Zunahme der Homogenität in den
dendritischen Zellkulturen.
Zur Demonstration der Infizierbarkeit der dendritischen Zellen und zur Bestimmung der
Infektionsrate wurde der Anteil an EGFP+-Zellen unter den CD11c+- bzw. MHC II+-Zellen
analysiert (Abb. 3.17). Wegen der Autofluoreszenz der Zellen war eine eindeutige
Unterteilung in eine negative und positive Population problematisch. So wurden die
Quadranten so gewählt, daß am Tag 6 3,56 % bzw. 2,62 % am Tag 10 der CD11c+-Zellen
im FITC-Kanal positiv waren. Der Anteil der grünfluoreszierenden CD11c+-Zellen stieg
nach der Infektion mit Adegfp auf 23,31 % (Tag 6) bzw. 47,94 % (Tag 10). Bezogen auf
die gesamten CD11c+-Zellen am Tag 6 (17,39 % + 23,31 %) bedeutet dies, daß mindestens
57 % der CD11c+-Zellen mit Adegfp infiziert waren und das Transgen exprimierten. Bei
den 13,02 % EGFP+/CD11c--Zellen könnte es sich um kontaminierende Zelltypen, z.B.
Makrophagen handeln, die ebenfalls mit Adenovirus infizierbar sind. Wie bereits zuvor
beobachtet, nimmt der relative Anteil der CD11c--Zellen mit zunehmender Kultivierungs-
dauer ab. Der relative Anteil der EGFP+/CD11c--Zellen betrug am Tag 10 nur noch 6,1 %.
Der Anteil der infizierten CD11c+-Zellen blieb dagegen stabil. 55,6 % der CD11c+-Zellen
exprimierten noch EGFP. Dies zeigte, daß die Expression des Reportergens bereits 2 Tage
nach der Infektion hoch genug war, um die infizierten Zellen zu detektieren. Die Auswer-
tung der Infektionsraten bezogen auf MHC II+-Zellen stimmte mit den Ergebnissen für
CD11c+-Zellen überein. So exprimierten am Tag 6 51,1 % (28,49 % + 29,76 %) bzw. am
Tag 10 59,5 % (29,44 % + 41,86 %) der MHC II+-Zellen EGFP.
Interessant war die beobachtete Abnahme der CD11c+/MHC II+-Zellen nach Infektion mit
Adegfp am Tag 10 um ca. 10 % im Vergleich zu den Mock-infizierten Zellen (70,1 %),
was als negativer Effekt der adenoviralen Infektion gedeutet werden könnte. Ein Vergleich
des relativen Anteils der CD11c+-Zellen (Mock: 76,64 %, Adegfp: 81,06 %) zeigte jedoch,
daß die Infektion der Zellen mit Adegfp keinen signifikanten Effekt auf den Anteil der
CD11c+-Zellen hatte, sondern lediglich auf die MHC II-Expression. Die Ursache hierfür ist
unbekannt. Es könnte sich sowohl um einen direkten Effekt der Infektion mit dem Virus
als auch um einen indirekten Effekt, z.B. durch eine toxisch wirkende Substanz in dem
Adenovirusstock, handeln. Da ein solcher Effekt der Infektion auf die MHC II-Expression
der dendritischen Zellen bislang nicht beschrieben wurde, erscheint die Möglichkeit einer
toxisch wirkenden Kontamination in dem Adenovirusstock als wahrscheinlicher.
Mit dem hier etablierten Standardprotokoll (sechs Tage Kultivierung) wurden Ausbeuten
von 3,5-4x106 dendritische Zellen (CD11c+/MHC II+) pro Maus erzielt. Die Infektion mit
adenoviralen Vektoren hatte keinen Einfluß auf die Ausbeute.
Die bisherigen Ergebnisse zur Generierung von murinen dendritischen Zellen aus
Knochenmarksvorläuferzellen und deren Infektion mit adenoviralen Vektoren haben
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gezeigt, daß mit der angewendeten Kultivierungsmethode in Anwesenheit von GM-CSF
und IL-4 dendritische Zellen generiert werden konnten. Mit zunehmender
Kultivierungsdauer erhöht sich der Anteil an dendritischen Zellen von etwa 45-50 % am
Tag 6 auf etwa 75-80 % am Tag 10 und damit der Anteil an reifen MHC II+ dendritischen
Zellen. Durch die Verwendung von Adegfp konnte gezeigt werden, daß bei einer MOI von
100 ≥ 50 % der dendritischen Zellen infiziert wurden. Die Expression des Transgens war
dabei bereits zwei Tage nach der Infektion nachweisbar und blieb es mindestens für 6 Tage
nach der Infektion.
3.3.2 Expression der HPV-16 Sequenzen in infizierten dendritischen Zellen
Nachdem die Infizierbarkeit der dendritischen Zellen gezeigt wurde, sollte der Nachweis
des effizienten Gentransfers mit den für die Immuntherapie hergestellten Viren erbracht
werden. Für den Nachweis der Expression der HPV-16 Sequenzen in dendritischen Zellen
wurden dendritische Zellen mit den rekombinanten Adenoviren, die HPV-16 Sequenzen
codieren, infiziert. Immunozytochemische Färbungen wurden benutzt, um die Expression
der HPV-16 Proteine und Fusionsproteine nachzuweisen.
3.3.2.1 Infektion muriner dendritischer Zellen und Expressionsnachweis der HPV-16
Sequenzen
Der Nachweis der Expression der HPV-16 Sequenzen in den infizierten murinen
dendritischen Zellen erfolgte durch immunozytochemische Färbungen. Diese Färbungen
mit dem universellen Immunostainingsystem (Immunotech) wurden wie unter 3.1.4.2
beschrieben durchgeführt. Für die L1- und E7-spezifischen Färbungen wurden murine
dendritische Zellen aus Knochenmarksvorläuferzellen gewonnen, am Tag 4 nach der
Isolation mit den entsprechenden adenoviralen Vektoren (MOI 100) infiziert. Nach
weiteren zwei Tagen in Kultur wurden die Zellen für die immunozytochemischen
Färbungen fixiert. Als Kontrollen dienten Mock-infizierte und AdE7-infizierte Zellen für
den L1-spezifischen Nachweis bzw. Adegfp-infizierte Zellen für den E7-spezifischen
Nachweis. Zusätzlich wurde die MHC II-Expression durch immunozytochemische
Färbungen nachgewiesen, um die dendritischen Zellen zu identifizieren.
Die mikroskopische Betrachtung der L1-spezifischen Färbungen (Abb. 3.18 A) zeigte eine
eindeutige Expression der HPV-16 L1-Proteine und L1/E7-Fusionsproteine in den murinen
dendritischen Zellen, die zuvor mit AdL1p, AdL1∆p, AdL1p/E71-60 oder AdL1p/E7 infi-
ziert wurden. Die Intensität dieser Färbungen war deutlich von den schwachen Färbungen
der Kontrollen zu unterscheiden, so daß eine unspezifische Wechselwirkung der verwen-
deten Agenzien mit den Zellen ausgeschlossen werden kann. Die positiven Zellen der
MHC II-spezifischen Färbung (Abb. 3.18 B) mit den deutlich erkennbaren Zellausläufern
bestätigten die charakteristische Morphologie der dendritischen Zellen (siehe 1.3), und der
Vergleich mit den L1-spezifischen Färbungen zeigt, daß die L1-Expression bevorzugt in




    A: Anti-L1
    B: Anti-MHCII
AdL1p
        AdL1 Cp∆
        AdE7
       AdL1 /E7p 1-60       Ad L1 /E7p
Abb. 3.18: Expression von HPV-16 L1 und L1/E7 in infizierten murinen dendritischen Zellen. Aus dem
Knochenmark gewonnene dendritische Zellen wurden mit den angegebenen adenoviralen
Vektoren (Pflanzenoptimierte Codons für L1) am Tag 4 infiziert und für zwei Tage weiterkulti-
viert. Für den indirekten Nachweis am Tag 6 wurde entweder ein L1-spezifischer (A) oder ein
MHC II-spezifischer (B) primärer Antikörper eingesetzt. Die Visualisierung des sekundären
Antikörpers erfolgte mit dem universellen Immunostainingsystem von Immunotech.
Aufnahmen mit 400-facher Vergrößerung.
Analog zum L1-Nachweis sollte auch der Nachweis von E7 nach Infektion von
dendritischen Zellen mit den adenoviralen Vektoren erfolgen. Dafür wurde der E7-spezi-
fische Antikörper für die immunozytochemischen Färbungen verwendet. Die Färbungen
für den Expressionsnachweis von HPV-16 E7 bzw. den E7-Teil der L1/E7-Fusionsproteine
(Abb. 3.19 A) zeigten jedoch weder in den AdE7-infiziert dendritischen Zellen noch in den
AdL1p/E71-60- oder AdL1p/E7-infizierten Zellen eine ganz eindeutige E7-Expression.
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Mock
    A: Anti-E7
    B: Anti-MHCII
        AdE7
        Adegfp
       AdL1 /E7p 1-60       Ad L1 /E7p
Abb. 3.19: HPV-16 E7-Expression in infizierten murinen dendritischen Zellen. Dendritische Zellen
wurden durch die Kultivierung von Knochenmarksvorläuferzellen gewonnen. Die Infektion
mit den angegebenen adenoviralen Vektoren (Pflanzenoptimierte Codons für L1) erfolgte am
Tag 4 nach der Isolation. Für den indirekten Nachweis am Tag 6 wurde entweder ein E7-
spezifischer (A) oder ein MHC II-spezifischer (B) primärer Antikörper eingesetzt, bevor die
Visualisierung mit dem universellen Immunostainingsystem (Immunotech) erfolgte.
400-fache Vergrößerung.
Da die Expression von E7 und L1/E7 nach Infektion mit den adenoviralen Vektoren bereits
zuvor in A549 Zellen gezeigt worden war (siehe Abb. 3.7) und die Expression des L1-Teils
der L1/E7-Fusionsproteine auch in murinen dendritischen Zellen nachgewiesen werden
konnte (siehe oben), war dieses Ergebnis unerwartet. Vermutlich wurde die mangelnde
Sensitivität der Färbungen durch den verwendeten E7-spezifischen primären Antikörper in
Kombination mit niedrigerer Expression in murinen dendritischen Zellen verursacht, da die
parallel durchgeführte MHC II-spezifische Färbung (Abb. 3.19 B) eindeutig positiv war.
Aber auch andere Ursachen für die Probleme beim Nachweis der E7-Expression können
nicht ausgeschlossen werden. Da z.B. die Expressionsstärke in murinen dendritischen
Zellen im Vergleich zu anderen Zellen reduziert zu sein scheint159, könnte durch reduzierte
Expression von E7 die Proteinmenge unterhalb der Nachweisgrenze liegen. Da die Expres-
sion der L1/E7-Fusionsproteine in den infizierten dendritischen Zellen nachgewiesen
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werden konnte, scheint eher die niedrigere Sensitivität des E7-spezifischen Antikörpers
verantwortlich zu sein. Auch der Vergleich der Sensitivität der beiden Nachweisreaktionen
in infizierten A549 Zellen (Abb. 3.6 bzw. Abb. 3.7) deutet darauf hin, daß die E7-spezi-
fischen Färbungen eine geringere Sensitivität besitzt als die L1-spezifischen.
3.3.2.2 Infektion humaner dendritischer Zellen und immunozytochemischer Nachweis der
Expression der HPV-16 Sequenzen
Um die Möglichkeit des Einsatzes der Vektoren, die relevante HPV-16 Sequenzen
codieren, im Rahmen einer Immuntherapie mit genetisch modifizierten dendritischen
Zellen im Menschen zu untersuchen, sollte auch die Infizierbarkeit humaner dendritischer
Zellen und die Expression der HPV-16 Sequenzen nachgewiesen werden.
Für diese Untersuchung wurde das in der Arbeitsgruppe etablierte Protokoll zur Generie-
rung humaner dendritischer Zellen verwendet. Die Vorläuferzellen humaner dendritischer
Zellen wurden aus dem peripheren Blut isoliert, über einen Ficoll-Dichtegradienten aufge-
reinigt und die gewonnenen Monozyten in Gegenwart von GM-CSF und IL-4 kultiviert.
Durch die Zugabe der Zytokine wurde die Differenzierung der Monozyten in dendritische
Zellen induziert. Mit diesem Protokoll werden standardmäßig <80 % dendritische Zellen
generiert (persönl. Mitteilung von K. Dittmar, GBF). Wie für die murinen dendritischen
Zellen beschrieben, wurden die Zellen am Tag 4 nach der Isolation mit den entsprechenden
adenoviralen Vektoren (MOI 100) infiziert. Zwei Tage nach der Infektion wurden die
Zellen fixiert und die Expression der HPV-16 Sequenzen immunozytochemisch
nachgewiesen. Zur Kontrolle wurde die MHC II-Expression der dendritischen Zellen mit
immunozytochemische Färbungen gezeigt.
Die L1-spezifischen Färbungen von infizierten humanen dendritischen Zellen wiesen eine
eindeutige Expression in Zellen auf, die mit AdL1p, AdL1∆p, AdL1p/E71-60 oder
AdL1p/E7 infiziert waren (Abb. 3.20 A). Die Intensität der Färbung dieser Präparate zeigt
ein L1-spezifisches Signal, da die Färbungen der Mock- oder der AdE7-infizierten Zellen
nur eine sehr schwache Hintergrundfärbung zeigten. Ein Vergleich der Morphologie der
L1-exprimierenden Zellen mit der MHC II-spezifischen Färbung (Abb. 3.20 B), die zur
Kontrolle für die dendritischen Zellen diente, zeigte, daß die Expression der L1-Sequenzen
bevorzugt in den MHC II+-Zelltypen mit den charakteristischen Zellausläufern
dendritischer Zellen erfolgte.
Die mikroskopische Auswertung der immunozytochemischen Färbung infizierter humaner
dendritischer Zellen mit dem E7-spezifischen Antikörper (Abb. 3.21 A) zeigte eindeutig
die Expression von E7 bzw. das Vorhandensein des E7-Teils in den L1/E7-Fusions-
proteinen nach Infektion der Zellen mit AdL1p/E71-60 oder AdL1p/E7. Die Intensität dieser
Färbungen unterschied sich deutlich von den Kontrollfärbungen der Mock- oder AdL1p-
infizierten Zellen. Dagegen konnte die E7-Expression nach Infektion mit AdE7 nicht so
eindeutig nachgewiesen werden, da sich die Verteilung des Substratpräzipitates und die
Intensität nicht deutlich von den Mock infizierten Zellen unterschieden. Sie war jedoch
positiv gegenüber der Kontrollfärbung nach Infektion mit dem irrelevanten Adenovirus
AdL1p. Die geringere Intensität gegenüber den L1/E7-Fusionsproteinen könnte auf die
kurze Halbwertszeit von E7 in Zellen302 sowie die Verwendung einer gegenüber dem
Wildtyp-Protein instabileren E7-Variante291 zurückzuführen sein. Aber auch die spezielle
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Antigenprozessierungsmaschinerie der dendritischen Zellen könnte zu einer effizienten
Proteindegradation und damit reduzierten Expression im Vergleich zu A549 Zellen führen.
Die Ergebnisse der MHC II-spezifischen Färbung (Abb. 3.21 B) zeigten, daß die nach der
Infektion mit AdL1p/E71-60 oder AdL1p/E7 positiven Zellen für E7 in ihrer Morphologie
mit den MHC II+-Zellen übereinstimmten.
Mock
    A: Anti-L1
    B: Anti-MHCII
        AdL1pAdE7
        AdL1 Cp∆        AdL1 /E7p 1-60       Ad L1 /E7p
Abb. 3.20: HPV-16 L1-Expression in infizierten humanen dendritischen Zellen. Dendritische Zellen
wurden durch die Kultivierung von isolierten Monozyten in Gegenwart von GM-CSF und IL-4
gewonnen. Am Tag 4 nach der Isolation wurden die Zellen mit den angegebenen Adenoviren
(Pflanzenoptimierte Codons für L1) infiziert. Für den indirekten Nachweis wurde entweder
ein L1-spezifischer (A) oder ein MHC II-spezifischer (B) primärer Antikörper eingesetzt und
mit dem universellen Immunostainingsystem (Immunotech) detektiert. 400-fache
Vergrößerung.
Die Ergebnisse zur Untersuchung der Infektion der dendritischen Zellen mit den
rekombinanten Adenoviren, die therapeutisch anwendbare HPV-16 Sequenzen codieren,
haben gezeigt, daß sowohl murine als auch humane dendritische Zellen effizient mit diesen
Vektoren infiziert werden können. Die Expression der HPV-16 Sequenzen konnte in den
infizierten murinen und humanen dendritischen Zellen nachgewiesen werden. In ihrer
Morphologie stimmten die infizierten und HPV-16 Sequenzen-exprimierenden Zellen mit
Ergebnisse 113
der von MHC II+-Zelltypen mit den für dendritischen Zellen charakteristischen
Zellfortsätzen überein.
Mock
    A: Anti-E7
    B: Anti-MHCII
AdL1 Cp∆
        AdE7        AdL1 /E7p 1-60       Ad L1 /E7p
Abb. 3.21: HPV-16 E7-Expression in infizierten humanen dendritischen Zellen. Dendritische Zellen
wurden durch die Kultivierung von isolierten Monozyten in Gegenwart von GM-CSF und IL-4
gewonnen. Am Tag 4 nach der Isolation wurden die Zellen mit den angegebenen Adenoviren
(Pflanzenoptimierte Codons für L1) infiziert. Für den indirekten Nachweis wurde entweder
ein E7-spezifischer (A) oder ein MHC II-spezifischer (B) primärer Antikörper eingesetzt und
mit dem universellen Immunostainingsystem (Immunotech) nachgewiesen. Aufnahmen mit
400-facher Vergrößerung.
3.3.3 Effekt der kostimulatorischen Moleküle auf die Ausreifung der
dendritischen Zellen
Zusätzlich zum Expressionsnachweis der kostimulatorischen Moleküle in infizierten
A549 Zellen sollte der Einfluß dieser Proteine auf den Differenzierungszustand der
dendritische Zellen untersucht werden. Wegen des restringierten und vom Aktivierungs-
zustand der Zellen abhängigen Expressionsprofils in dendritischen Zellen und Lympho-
zyten wurde bereits sehr früh postuliert, daß die Rezeptor/Ligandenpaare der TNF- und
TNFR-Superfamilien für die Interaktion von dendritischen Zellen und T-Lymphozyten zur
Initiation einer Immunantwort von Bedeutung sind (siehe 1.4). Insbesondere für
Ergebnisse 114
CD40/CD40L konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, daß die Aktivierung von
CD40 auf dendritischen Zellen zu einer Zunahme ihres Differenzierungszustands
führt189,190. Durch die Modifikation des Differenzierungsgrads wird die Expression von
Oberflächenproteinen, wie den kostimulatorischen Molekülen CD80 und CD86 und
anderer mit der Ausreifung der dendritischen Zellen assoziierter Proteine, erhöht. Durch
die Zunahme der Expression von CD80 und CD86, aber auch durch andere Mechanismen
wie z.B. die Sekretion von Zytokinen, wird gleichzeitig die immunstimulatorische
Eigenschaft der dendritischen Zellen zur Aktivierung von T-Lymphozyten verbessert. Aus
diesem Grund dienen CD80 und CD86 häufig auch zur Charakterisierung der stimula-
torischen Kapazität der dendritischen Zellen. Somit sollte untersucht werden, ob auch
durch den adenoviralen Gentransfer der kostimulatorischen TNF- bzw. TNFR-Moleküle
der Differenzierungsgrad verbessert werden könnte. Eine solche Verstärkung des immun-
stimulatorischen Potentials ist besonders für die optimale Nutzung von dendritischen
Zellen im Rahmen einer Immuntherapie von großem Interesse.
Für diese Untersuchung wurden murine dendritische Zellen aus Knochenmarkszellen in
Gegenwart von GM-CSF und IL-4 gewonnen. Am Tag 4 nach der Isolation erfolgte die
Infektion der Zellen mit den entsprechenden rekombinanten Adenoviren. Aufgrund der
Vielzahl an Kombinationsmöglichkeiten für die Infektion der Zellen mit den adenoviralen
Vektoren wurden die verschiedenen Vektoren in Gruppen unterteilt (siehe Tab. 3.5). So
wurden falls vorhanden Rezeptor/Ligandenpaare (d.h. AdCD40+AdCD40L bzw.
AdRANK+AdRANKL) kombiniert. Da die rekombinanten Adenoviren für 4-1BB nicht
generiert werden konnten (siehe 3.2.2.1), unreife dendritische Zellen jedoch 4-1BB
exprimieren214,215, wurde 4-1BBL alleine untersucht. Anschließend wurden die Rezeptor/
Ligandenpaare nach ihrem Expressionsmuster unterteilt, d.h. die endogen in T-Zellen
exprimierten (AdCD40L+AdRANKL) bzw. endogen in dendritischen Zellen exprimierten
kostimulatorischen Moleküle (AdCD40+AdRANK) wurden zusammengefaßt. Um einen
synergistischen Effekt der kostimulatorischen Moleküle zu analysieren, wurden die Zellen
mit allen Vektoren bzw. mit AdRANK+AdRANK+Ad4-1BBL koinfiziert. Für die Infekti-
onen wurde für jeden Vektor eine MOI von 100 eingesetzt. Am Tag 6 wurde der Einfluß
der kostimulatorischen Moleküle auf die Expression der Oberflächenproteinen CD11c,
MHC II, CD80 und CD86 im FACS analysiert.
Die Ergebnisse der FACS-Untersuchungen der dendritischen Zellen sind in Tab. 3.5
zusammengefaßt.
Die Infektion der Zellen mit Adegfp führte zu der bereits beobachtete Abnahme der
MHC II-Expression von 68,58 % (Mock) auf 53,58 % (Adegfp) (Abb. 3.22). Der
Vergleich der Expression von CD80 und CD86 zeigte keine eindeutige Veränderung für
CD80 (Mock: 30,78 %, Adegfp: 32,58 %) und CD86 (Mock: 60,41 %, Adegfp: 56,67 %).
Wegen der unveränderten Expression von CD80 und CD86 wurde die Infektion der
dendritischen Zellen mit den rekombinanten Adenoviren als ein neutrales Ereignis
interpretiert. Das steht im Einklang mit der Beobachtung anderer Arbeitsgruppen. In der
Literatur wird die Infektion dendritischer Zellen mit adenoviralen Vektoren als ein







































































Abb. 3.22: Effekt des adenoviralen Gentransfers von kostimulatorischen Moleküle auf murine
dendritische Zellen. Die dendritischen Zellen wurden aus den Knochenmarksvorläuferzellen
gewonnen und in Gegenwart von GM-CSF und IL-4 kultiviert. Am Tag 4 erfolgte die Infektion
mit den angegebenen adenoviralen Vektoren (jeweils MOI 100). Am Tag 6 wurden die Zellen
mit den Antikörpern spezifisch für CD11c, MHC II, CD80 oder CD86 (siehe Tab. 2.5) markiert
und die Expression dieser Oberflächenproteine im FACS analysiert. Die Einstellung des
PE-Kanals für CD11c und des Cy5-Kanals für MHC II bzw. CD86 hat sich während der
Messung verschoben.
Durch den adenoviralen Gentransfer von CD40 und CD40L wurde eine Zunahme des
Differenzierungsgrads der Zellen sowie der Expression von CD80 und CD86 erwar-
tet189,190. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten die mit AdCD40+AdCD40L infizierten
Zellen (Abb. 3.22) ebenfalls eine Reduktion der MHC II-Expression auf 53,31 %, die
vergleichbar war mit der nach Infektion mit Adegfp (53,58 %). Dagegen konnte für CD80
eine Zunahme der positiven Zellen von 30,78 % (Mock) auf 50,5 % beobachtet werden.
Die Expressionsintensität von CD86 durch den Transfer von CD40 und CD40L stieg von
56,67 % (Adegfp) auf 74,87 %. Die Ergebnisse für CD80 und CD86 bestätigten die
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Erwartungen, jedoch wurde für MHC II und damit für den Differenzierungsgrad der Zellen
ein deutlicherer Effekt von CD40/CD40L erwartet wurde.
Durch die Infektion der Zellen mit AdRANK+AdRANKL wurde keine Veränderung der
Expression von CD80 und CD86 erwartet, da das Expressionsniveau dieser beiden
Moleküle nach Aktivierung von dendritischen Zellen mit RANKL unverändert blieb197.
Durch den anti-apoptotischen Effekt von RANKL wird das stimulatorische Potential der
dendritischen Zellen jedoch erhöht197,204, so daß durch das längere Überleben der Differen-
zierungsgrad der dendritischen Zellpopulation gesteigert werden könnte. Durch den
adenoviralen Gentransfer von RANK und RANKL konnte ein deutlicher Effekt auf die
Expression der Oberflächenproteine nachgewiesen werden (Abb. 3.22). So nahm die Zahl
von MHC II+-Zellen von 53,58 % (Adegfp) auf 71,17 % zu und erreichte wieder das
Niveau der Mock-infizierten Zellen. Für CD80 wurde eine deutliche Zunahme von
30,78 % (Mock) bzw. 32,58 % (Adegfp) auf 84,26 % nachgewiesen werden. Ein deutlicher
Anstieg konnte auch für CD86 von 60,41 % (Mock) bzw. 56,67 % (Adegfp) auf 90,10 %
beobachtet werden. Die Zunahme der Expression von CD80 und CD86 nach der Infektion
mit AdRANK+AdRANKL war unerwartet. Diese Zunahmen könnten jedoch, wie die
gesteigerte MHC II-Expression, auf den anti-apoptotischen Effekt von RANKL zurückzu-
führen sein, da auch die reifen dendritischen Zellen, die CD80 und CD86 hoch
exprimieren, länger überleben.
Für die Infektion der dendritischen Zelle mit Ad4-1BBL wurde ein ähnlicher Effekt wie
für CD40/CD40L erwartet, da unreife dendritischen Zellen 4-1BB exprimieren und die
4-1BB-Aktiverung zur Ausreifung der Zellen führt, wodurch auch die Expression von
CD80 und CD86 erhöht wird214,215, so daß auch ohne den adenoviralen Transfer von
4-1BB ein Effekt durch die Expression von 4-1BBL erwartet wurde. Wie AdRANK+
AdRANKL hatte die Infektion mit Ad4-1BBL einen deutlichen Effekt auf die Expression
der untersuchten Oberflächenproteine. So stieg die MHC II-Expression auf 68,33 %, einem
Wert deutlich höher als nach Infektion mit Adegfp (53,58 %) und vergleichbar zur Mock-
Kontrolle (68,52 %). Die Anzahl der CD80+-Zellen nahm auf 71,34 % und die der
CD86+-Zellen auf 80,76 % zu. Der Effekt von 4-1BBL war etwas schwächer als mit
RANK und RANKL. Dies könnte darauf beruhen, daß die endogene Expression des
Rezeptors (4-1BB) nicht wie im Falle von RANK erhöht wurde. Die Expression von
4-1BB wurde in den dendritischen Zellen im FACS untersucht, konnte jedoch nicht
eindeutig nachgewiesen werden. Dies war unerwartet, da der gleiche 4-1BB-spezifische
Antikörper wie von Futagawa et al.214 verwendet wurde. Außerdem konnte nach dem
Transfer von 4-1BBL eine Zunahme der typischen Zellaggregate, die charakteristisch für
dendritische Zellkulturen sind, beobachtet werden, was auf eine Expression von 4-1BB
deutet. Wegen dieser Beobachtung und der 4-1BBL-Ergebnisse im FACS scheint die nicht
nachweisbare 4-1BB-Expression eher auf ein technisches Problem zurückzugehen, als auf
die fehlende Expression von 4-1BB.
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Tab. 3.5: Zusammenfassung der FACS-Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses der kosti-
mulatorischen Moleküle auf murine dendritische Zellkulturen.
relativer Anteil an positiven Zellen [%]adenoviraler Gentransfer von























































Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, daß die Infektion der dendritischen Zellen mit
adenoviralen Vektoren, die kostimulatorische Moleküle codieren, die Expression der Ober-
flächenproteine MHC II, CD80 und CD86 verstärkt (siehe Tab. 3.5). Das Rezeptor/Li-
gandenpaar CD40/CD40L induzierte den geringsten Effekt, wohingegen RANK/RANKL
den deutlichsten Effekt zeigten. Durch den adenovirale Gentransfer von 4-1BBL wurde die
Expression von MHC II, CD80 und CD86 auch eindeutig verstärkt. Die Infektion der
dendritischen Zellen mit Adenovirus (Adegfp) zeigte keine Erhöhung. Es fiel auf, daß in
den Gruppen mit einer phänotypischen Veränderung der Zellen durch die Expression der
kostimulatorischen Moleküle der Anteil an doppelnegativen Zellen im unteren linken
Quadrant der FACS-Diagramme im Vergleich zu den Kontrollen deutlich abnahm. Diese
Abnahmen der kontaminierenden Zellen wurde bereits in den Ansätzen beobachtet, in
denen die dendritischen Zellkulturen für einen längeren Zeitraum kultiviert wurden
(Abb. 3.17) und als Zunahme der Homogenität gedeutet. Somit scheint durch die
kostimulatorischen Moleküle die Kultivierungsdauer zur Gewinnung einer homogeneren
und reiferen Population von dendritischen Zellen verkürzt zu sein.
Die Aufteilung der Rezeptor/Ligandenpaare CD40/CD40L und RANK/RANKL nach
ihrem Expressionsmuster sollte dazu dienen, die Frage näher zu untersuchen, ob die endo-
gene Expression von CD40 und RANK in dendritischen Zellen für den beobachteten
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Effekt der Rezeptor/Ligandenpaare von Bedeutung war. Theoretisch könnte durch den
adenoviralen Transfer von CD40L und RANKL, die endogen in T-Zellen exprimiert
werden, eine Aktivierung der dendritischen Zellen durch die endogen exprimierten
Rezeptoren erfolgen. Die Ergebnisse in Abb. 3.23 zeigen die Auswirkungen der Aufteilung
der Rezeptor/Ligandenpaare auf die Expression von MHC II, CD80 und CD86. Die
Koinfektion der dendritischen Zellen mit AdCD40+AdRANK führte dabei zu einer
deutlich schwächeren Zunahme der gemessenen Oberflächenproteine als mit den Liganden
AdCD40L+AdRANKL. Im Vergleich zu den Kontrollen in Abb. 3.22 wurde mit
AdCD40+RANK zwar ein leichter Anstieg der CD80+-Zellen von 32,58 % (Adegfp) auf
46,79 % und der CD86+-Zellen von 60,41 % (Mock) auf 69,05 % nachgewiesen.
Allerdings konnte die bereits erwähnte Abnahme der MHC II-Expression nach der
Infektion mit Adenovirus mit 56,88 % nicht kompensiert werden. Dagegen konnte durch
die Infektion mit AdCD40L+ AdRANKL die Abnahme der MHC II-Expression mit
64,69 % so gut wie kompensiert werden. Auch die Zunahme für CD80 und CD86 mit
79,52 % bzw. 84,17 % war deutlicher als mit AdCD40L+AdRANKL. Der Anteil der
kontaminierenden doppelnegativen Zellen im unteren linken Quadranten zeigte keine
Abnahme mit AdCD40+AdRANK, allerdings nach Infektion mit AdCD40L+AdRANKL.
Der Vergleich der phänotypischen Veränderung nach der Koinfektion mit AdCD40+
AdRANK bzw. AdCD40L+AdRANKL (Abb. 3.23) mit denen der Rezeptor und Liganden
codierenden Vektoren (Abb. 3.22) zeigte, daß die Steigerung der endogenen Expression
der an sich schon in dendritischen Zellen vorkommenden kostimulatorischen Moleküle
(CD40,RANK) durch Infektion mit den entsprechenden Konstrukten zu einer weiteren
Aktivierung der dendritischen Zellen durch die Liganden führte. Obwohl es nicht direkt
untersucht wurde, scheinen AdCD40 in Kombination mit AdRANK bzw. AdCD40L im
Kombination mit AdRANKL wie zuvor zusammen keinen Effekt auf die Expression der
untersuchten Oberflächenproteine gehabt zu haben. Vermutlich kann die beobachtete
phänotypische Veränderung auf RANK und RANKL alleine zurückgeführt werden. Jedoch
kann ein Effekt von CD40 und CD40L auf andere Oberflächenmoleküle oder auf die
Produktion von Zytokinen, die zu einer Steigerung des immunstimulatorischen Potentials
der dendritischen Zellen führen, nicht ausgeschlossen werden.
Um mögliche synergistische Effekte der kostimulatorische Moleküle auf die Expression
von MHC II, CD80 und CD86 zu untersuchen, wurden die dendritischen Zellen mit allen
Vektoren, die kostimulatorische Moleküle codieren, oder mit AdRANK+AdRANK+
Ad4-1BBL koinfiziert. Die Koinfektion der dendritischen Zellen mit allen kosti-
mulatorischen Vektoren (AdCD40+AdCD40L+AdRANK+AdRANKL+Ad4-1BBL) führte
zu einer Erhöhung der Expressionsintensitäten der untersuchten Oberflächenproteine im
Vergleich zu Adegfp-infizierten Zellen (Abb. 3.22), jedoch unterschied sich der Effekt
nicht wesentlich von dem der Koinfektion mit AdRANK+AdRANKL. So stieg die
CD80-Expression von 32,58 % (Adegfp) auf 87,33 %. Der Anteil der CD86+-Zellen nahm
von 56,67 % (Adegfp) auf 85,40 % zu. Die MHC II-Expressionsintensität erreichte mit
64,35 % wieder den Wert der Mock-infizierten Zellen (68,52 %). Auch der relative Anteil
































































Abb. 3.23: Analyse der Expression von MHC II, CD80 und CD86 im FACS nach adenoviralen Gentrans-
fer von kostimulatorischen Molekülen in murinen dendritischen Zellen. Dendritische Zellen
wurden aus den Knochenmarksvorläuferzellen in Gegenwart von GM-CSF und IL-4 generiert.
Am Tag 4 erfolgte die Infektion der Zellen mit den angegebenen adenoviralen Vektoren
(jeweils MOI 100). Am Tag 6 wurden die Zellen mit den Antikörpern spezifisch für CD11c,
MHC II, CD80 oder CD86 (siehe Tab. 2.5) markiert und im FACS analysiert. Die Einstellung
des PE-Kanals für CD11c und des Cy5-Kanals für MHC II bzw. CD86 hat sich während der
Messung verschoben.
Da für die Koinfektion der Zellen für jeden Vektor eine MOI von 100 verwendet wurde
und der adenovirale Gentransfer von CD40 und CD40L keinen Einfluß auf die
untersuchten Oberflächenmoleküle zeigte (siehe oben), sollte untersucht wurden, ob
RANK, RANKL und 4-1BBL eine synergistische Wirkung auf die Expression von MHC
II, CD80 und CD86 aufweisen, die durch die höhere Gesamt-MOI mit AdCD40 und
AdCD40L inhibiert wurde. Durch die Koinfektion der Zellen mit AdRANK+AdRANKL+
Ad4-1BBL konnte eine synergistische Wirkung nachgewiesen werden (Abb. 3.23). So
nahm der Anteil der MHC II+-Zellen in Gegenwart von 4-1BBL von 71,17 % (AdRANK+
AdRANKL) auf 82,43 % zu. Auch die Expression von CD80 und CD80 stieg von 84,26 %
(AdRANK+AdRANKL) auf 93,08 % bzw. von 90,10 % (AdRANK+AdRANKL) auf
93,73 %. Die synergistische Wirkung von RANK, RANKL und 4-1BBL zeigte sich auch
in der noch deutlicheren Reduktion der kontaminierenden doppelnegativen Zellen in
Gegenwart von Ad4-1BBL im Vergleich zu AdRANK+AdRANKL alleine. Durch den
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adenoviralen Gentransfer von RANK, RANKL und 4-1BBL konnte die synergistische
Wirkung der kostimulatorischen Moleküle eindeutig nachgewiesen werden, da diese
Kombination die stärkste Auswirkung auf die Expression von MHC II, CD80 und CD86
und eine weitere Optimierung der Ausreifungsbedingungen demonstrierte. Daß dieser
synergistische Effekt nicht bei der Koinfektion mit allen kostimulatorischen Vektoren
nachgewiesen wurde, könnte auf die größere Menge an Adenoviruspartikeln, die sich
negativ auf die Vitalität der Zellen ausgewirkt haben könnten, zurückzuführen sein. Aber
auch ein inhibierender Effekt von CD40 und CD40L kann nicht ausgeschlossen werden.
Zusammenfassend wurde in diesem Kapitel gezeigt, daß dendritische Zellen aus dem
Knochenmark von Mäusen gewonnen und durch die Infektion mit adenoviralen Vektoren
genetisch modifiziert werden konnten. Die Expression der HPV-16 Sequenzen nach
Infektion mit den entsprechenden rekombinanten Adenoviren konnte in den dendritischen
Zellen nachgewiesen werden. Die Expression der kostimulatorischen Moleküle der TNF-
und TNFR-Superfamilie nach Infektion mit den adenoviralen Vektoren führte zu einer
phänotypischen Modifikation der dendritischen Zellen, da durch die Expression der
kostimulatorischen Moleküle der Differenzierungszustand der dendritischen Zellen sowie
die Expression von CD80 und CD86 deutlich zunahm. Durch die Kombination der
kostimulatorischen Moleküle konnte ein synergistischer Effekt demonstriert werden, der zu
einer weiteren Zunahme der Ausreifung und Expressionsintensität von CD80 und CD86 in
den dendritischen Zellen führte. Besonders die Verstärkung der Expression von CD80 und
CD86, die für die Interaktion mit T-Zellen bzw. für die Aktivierung der T-Zellen von
Bedeutung sind, könnte für immuntherapeutische Ansätze von großem Interesse sein.
3.4 Analyse der HPV-16-spezifischen Immunantwort nach
Vakzinierung mit genetisch modifizierten dendritischen
Zellen
Die Frage, ob die durch die Infektion mit den rekombinanten Adenoviren genetisch modi-
fizierten dendritischen Zellen eine spezifische Immunantwort gegen die exprimierten
HPV-16 Sequenzen induzieren können, wurde in vivo in einem Mausmodell untersucht.
Für diese Experimente wurden A2.1Kb-transgene Mäuse ausgewählt, die ein chimäres
HLA-Molekül bestehend aus der α-1 und α-2 Domäne des HLA-A*0201 und der
α-3 Domäne von H-2Kb in einem H-2b-Hintergrund exprimieren263. Somit bietet dieses
Modell die Möglichkeit gleichzeitig die zelluläre T-Zellantwort, die durch das murine
MHC I bzw. durch das humane HLA-A*0201 restringiert ist, zu analysieren.
Das HPV-16 E7-Protein ist ein ideales und gut charakterisiertes Antigen mit Relevanz bei
der Entwicklung von Zervixkarzinomen (siehe 1.1). In Abb. 3.24 sind die durch das
murine H-2Db bzw. durch das humane HLA-A*0201 (A2.1) präsentierten CTL-Epitope
von E7 dargestellt, die in dem A2.1Kb-transgenen Mausmodell untersucht werden können.
Durch die Mutationen in der verwendeten E7-Variante E7mut291 in AdE7 und AdL1p/E7,
wurde unter anderem die Sequenz des CTL-Epitopes 597 (Position 91: C→G) modifiziert.
Diese Mutation könnte sich auf die Bindung des CTL-Epitopes 597 an das MHC I-
Molekül und/oder auf die spezifische Erkennung des MHC I/Peptid-Komplexes durch den
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T-Zellrezeptor (TCR) auswirken und somit die Induktion einer für dieses CTL-Epitop
spezifischen T-Zellantwort beeinflussen.
8Q /  H-2Db
597 /  HLA-A*0201
 598 / HL-A A*0201
10 20
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Abb. 3.24: Darstellung der in HPV-16 E7 identifizierten H-2Db und A2.1-restringierten CTL-Epitope. Für
die immunologischen Arbeiten wurden die entsprechenden Peptide synthetisiert. Das 8Q-
Peptid enthält neben dem grau markierten H-2Db-restringierten CTL- noch ein T-Helfer-Epi-
top, 48DRAHYNI54. Der Aminosäuresequenzvergleich des Wildtyp-E7 mit der E7-Varianten
E7mut291 zeigt die Mutationen an Position 58 und 91. Die Mutation an Position 91 liegt inner-
halb des A2.1-restringierten Epitopes 597, ist aber nicht in dem Peptide 597 enthalten.
Die HPV-16 L1/E7-Fusionsproteine (siehe Abb. 3.1) enthalten ein zusätzliches
A2.1-restringiertes CTL-Epitop in dem Hauptkapsidprotein L1286 (Aminosäure 323 bis
331, Sequenz: ICWGNQLFV). Das heißt die adenoviralen Konstrukte, die L1-Sequenzen
enthalten, weisen ein zusätzliches CTL-Epitope im Vergleich zu AdE7 auf, das in der
A2.1Kb-transgenen Maus analysiert werden kann. Die Integration des Kapsidproteins L1
hat neben der Induktion einer T-Zellantwort gegen ein zusätzliches HPV-16-spezifisches
Antigen noch einen weiteren Vorteil. Durch die Expression von L1- bzw. L1/E7-Fusions-
proteine in den infizierten dendritischen Zellen kann es zur Bildung von VLPs kommen,
wodurch die Möglichkeit zur Induktion neutralisierende L1-spezifische Antikörper besteht,
die zu einem Schutz vor Infektionen und Re-Infektionen mit HPV-16 führen.
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Um die Effizienz der L1/E7-Fusionsproteine mit dem gesamten E7 in bezug auf die Initia-
tion einer E7- bzw. L1-spezifischen Immunantwort untersuchen zu können, wurden
AdE7-infizierte dendritische Zellen mit AdL1p-infizierten dendritischen Zellen
kombiniert. Da hier ein therapeutischer Ansatz, also die Initiation einer T-Zellantwort
gegen HPV-16 im Vordergrund stand, wurde die Effizienz von AdL1p/E71-60-infizierten
dendritischen Zellen nicht analysiert, da dieses Konstrukt im Gegensatz zu AdE7 und
AdL1p/E7 nicht die beiden A2.1-restringierten CTL-Epitope am C-Terminus von E7
enthält (Abb. 3.24).
Für die Experimente zur Initiation einer HPV-16-spezifischen Immunantwort wurden die
A2.1Kb-transgenen Mäuse subkutan (s.c.) mit den dendritischen Zellen bzw. dem Peptid
des CTL-Epitopes immunisiert. Nach einer zehntägigen Inkubationszeit wurde mit der
Analyse der HPV-16-spezifischen Immunantwort begonnen. Für die Charakterisierung des
Immunstatus der immunisierten Mäuse wurde die HPV-16-spezifische T-Zellantwort und
Antikörperantwort gegen L1 untersucht. Für die Untersuchung der T-Zellantwort wurde
die Initiation einer direkten HPV-16-spezifischen Effektor-T-Zellantwort zehn Tage nach
der Immunisierung durch den ex vivo IFNγ-ELISPOT sowie die Induktion einer memory
T-Zellantwort nach einer sechstägigen in vitro Restimulation durch den IFNγ-ELISPOT
und den 51Chromium-Zytotoxizitätsassay (CTL-Assay) analysiert.
3.4.1 Vorversuche zur Immunisierung mit Peptid bzw. Protein
Für die Untersuchung der HPV-16-spezifischen T-Zellantwort in dem A2.1Kb-transgenen
Modell wurden die zur Verfügung stehenden HPV-16 E7- und L1-spezifischen
CTL-Epitope sowie die Prozessierung und Präsentation der E7-spezifischen CTL-Epitope
in einigen Vorversuchen kontrolliert (Abb. 3.25). Dafür wurde die Induktion einer
spezifischen memory T-Zellantwort nach Immunisierung der A2.1Kb-transgenen Mäuse
subkutan mit den Peptiden der CTL-Epitope in Adjuvants (siehe 2.7.3) nach einer sechs-
tägigen in vitro Restimulation der aus der Milz gewonnenen Lymphozyten durch den
CTL-Assay untersucht. Für die späteren Arbeiten mit dendritischen Zellen wurden die in
der Milz enthaltenen adhärenten professionellen Antigen-präsentierende Zellen (APC)
depletiert, um mögliche Interferenzen mit FCS-spezifischen CTL-Epitopen, die während
der in vitro Restimulation durch die APCs präsentiert werden und zur Amplifikation einer
unspezifischen T-Zellantwort führen könnten, zu verhindern305. Aus diesem Grund wurden
die Milzzellen nach APC-Depletion mit EL4.E7, die HPV-16 E7 endogen exprimieren und
das H2-Db restringierte CTL-Epitop von E7 (8Q) präsentieren, oder mit EL4.A2.1, die mit
dem Peptid des entsprechenden A2.1-restringierten CTL-Epitopes beladen wurden,
restimuliert. Ein weiterer Grund der Restimulation mit E7-exprimierenden Zellen war die
Beobachtung, daß in Mäusen mit H-2b-Hintergrund die Restimulation allein durch Zugabe
des Peptides nur zu einer ineffizienten Amplifikation der spezifische Immunantwort führte,
wenn die CTL-Epitope zuvor aus einem exprimierten Protein prozessiert werden mußten
(persönl. Mitteilung von A. Suhrbier, QIMR). Für die Restimulation wurden Milzzellen
mit Stimulatorzellen im Verhältnis 10:1 gemischt. Die Effizienz der zellulären Restimu-
lationsmethode wurde im CTL-Assay mit Zellen verglichen, die ohne APC-Depletion
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Abb. 3.25: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Vorversuche zur Immunisierung mit
Peptid bzw. Protein und anschließender Untersuchung der HPV-16-spezifischen memory
T-Zellantwort. Erläuterungen siehe Text.
Der CTL-Assay (Abb. 3.26 A, B) zeigte, daß nach der Immunisierung mit dem Peptid mit
beiden Restimulationsmethoden eine für das murine H-2Db-restringierte CTL-Epitop 8Q
spezifische Lyse der endogen E7-exprimierenden EL4.E7 sowie der mit dem 8Q-Peptide-
beladenen EL4.A2.1 nachgewiesen werden konnte. Für das Effektorzellen zu Targetzellen
Verhältnis von 50:1 betrug die Zytotoxizität bei der in vitro Restimulation ohne
APC-Depletion durch Zugabe des Peptides für EL4.E7 73,4 % ± 3,6 % bzw. 53,3 % ±
2,4 % für 8Q-beladene EL4.A2.1 und 7,2 % ± 0,4 % für die Kontrolltargetzellen
(EL4.A2.1) im Vergleich zu 81,3 % ± 1,8 % für EL4.E7 bzw. 88,9 % ± 2,4 % für
EL4.A2.1+8Q und 19,9 % ± 0,6 % mit APC-Depletion und Restimulation mit EL4.E7. Für
das 10:1 Verhältnis betrug die Lyse der Targetzellen, die das H-2Db-restringierte E7
CTL-Epitop präsentierten, nach Restimulation durch Zugabe des Peptides 43,9 % ± 2,3 %
(EL4.E7) bzw. 26,6 % ± 0,6 % (EL4.A2.1+8Q) und 1,8 % ± 0,3 % für die EL4.A2.1
Kontrolltargets. Nach zellulärer in vitro Restimulation ergab sich eine Zytotoxizität von
66,0 % ± 3,6 % für EL4.E7 bzw. 68,8 % ± 2,5 % für EL4.A2.1+8Q und 6,2 % ± 1,9 % für
die EL4.A2.1. Somit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Restimulationsmethoden für das H-2Db-restringierte E7 CTL-Epitop 8Q festgestellt
werden.
Für das A2.1-restringierte E7 CTL-Epitop 598 zeigte sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Restimulationsmethoden (Abb. 3.26 A, B). Mit der in
vitro Restimulation ohne APC-Depletion durch Zugabe des Peptides konnte eine spezi-
fische Lyse der 598-beladenen EL4.A2.1 Targetzellen mit 41,7 % ± 1,6 % (50:1) bzw.
19,4 % ± 1,0 % (10:1) gegenüber 24,9 % ± 1,2 % (50:1) bzw. 10,4 % ± 0,2 % (10:1) für
die Kontrolltargetzellen (EL4.A2.1) nachgewiesen werden. Die Lyse der 598-beladenen
EL4.A2.1 Targetzellen nach zellulärer Restimulation betrug 30,5 % ± 2,3 % (50:1) bzw.
10,3 % ± 0,7 % (10:1) und 15,7 % ± 0,6 % (50:1) bzw. 4,2 % ± 0,3 % (10:1) für EL4.A2.1.
Die spezifische Lyse für das CTL-Epitop 598 von etwa 15 % ist charakteristisch für dieses
CTL-Epitop (persönl. Mitteilung von R. Tindle, SASVRC).
Eine spezifische memory T-Zellantwort gegen das A2.1-restringierte CTL-Epitop 599
konnte nach keiner der beiden Restimulationsmethoden nachgewiesen werden
(Abb. 3.26 A, B). Die Lyse der 599-beladenen EL4.A2.1 betrug nach Restimulation durch
Zugabe des Peptides 22,1 % ± 1,3 % (50:1) bzw. 6,5 % ± 0,5 % (10:1) und 21,9 % ± 0,4 %
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(50:1) bzw. 6,2 % ± 0,1 % (10:1) für die Kontrolltargets (EL4.A2.1). Nach zellulärer
Restimulation wurden 41,1 % ± 0,3 % (50:1) bzw. 15,8 % ± 2,1 % (10:1) der
EL4.A2.1+599 und 48,0 % ± 3,9 % (50:1) bzw. 18,8 % ± 2,8 % (10:1) der EL4.A2.1
lysiert. Dieses Ergebnis für 599 bestätigte die Erfahrungen der Arbeitsgruppe Tindle, die
gegen dieses A2.1-restringierte CTL-Epitop keine spezifische T-Zellantwort demonstrieren
konnten (persönl. Mitteilung von R. Tindle, SASVRC).
Für das E7 CTL-Epitop 597 und das CTL-Epitop in L1, die beide durch das transgene
A2.1-Molekül präsentiert werden, konnte die Induktion einer spezifischen memory
T-Zellantwort nach der Restimulation mit dem Peptid ohne APC-Depletion nachgewiesen
werden, jedoch nicht nach APC-Depletion und Restimulation mit den Peptid-beladenen
EL4.A2.1 (Abb. 3.26 A, B). Für 597 wurde nach Restimulation mit dem Peptid eine
Zytotoxizität von 59,1 % ± 1,7 % (50:1) bzw. 30,5 % ± 1,3 % (10:1) für die 597-beladenen
EL4.A2.1 und 24,5 % ± 2,1 % (50:1) bzw. 9,2 % ± 0,8 % (10:1) für die Kontrolltargets
(EL4.A2.1) beobachtet. Dagegen betrug die Zytotoxizität nach APC-Depletion und Resti-
mulation mit EL4.A2.1+597 49,9 % ± 2,8 % (50:1) bzw. 20,6 % ± 2,5 % (10:1) für
EL4.A2.1+597 und 46,4 % ± 1,8 % (50:1) bzw. 20,2 % ± 1,2 % (10:1) für EL4.A2.1. Für
das L1 CTL-Epitop wurde nach Restimulation mit L1-beladenen EL4.A2.1 eine Lyse von
45,7 % ± 2,6 % (50:1) bzw. 27,6 % ± 3,1 % (10:1) für die EL4.A2.1+L1 nachgewiesen, die
sich jedoch nicht eindeutig von der Lyse der Kontrolltargets (EL4.A2.1) mit 53,3 % ±
5,3 % (50:1) bzw. 24,5 % ± 1,4 % (10:1) unterschied. Dagegen unterschied sich die Lyse
der EL4.A2.1+L1 nach Restimulation mit dem Peptid mit 55,1 % ± 1,7 % (50:1) bzw.
28,1 % ± 0,5 % (10:1) eindeutig von den Werten der EL4.A2.1 (30,9 % ± 3,6 % [50:1],
8,6 % ± 0,5 % [10:1]). Dieser Unterschied der beiden Restimulationsmethoden für die
CTL-Epitope 597 und L1 war unerwartet, da die Ergebnisse des CTL-Assays für die
Restimulation mit dem jeweiligen Peptid demonstrierten, daß die EL4.A2.1 Zellen mit
beiden Peptiden beladen werden konnten. Eine zeitlich limitierte Bindung der beiden
Peptide an das transgene A2.1-Moleküle, die z.B. auf einer geringer Bindungsaffinität
beruht, kann nicht ausgeschlossen werden. Durch die Dissoziation der gebundenen Peptide
von den A2.1-Molekülen wäre die Menge an verfügbarem Peptid für die Restimulation
deutlich geringer als die für die Restimulation mit dem freien Peptid zugegebene Menge.
Bei dem Vergleich der Ergebnisse des CTL-Assays für die CTL-Epitope 597, 599 und L1
fiel auf, daß die Lyse der irrelevanten EL4.A2.1 Targetzellen nach zellulärer Restimulation
mit den Peptid-beladenen EL4.A2.1 (Abb. 3.26 B) deutlich höher war als in der parallel
durchgeführten Restimulation ohne APC-Depletion durch Zugabe der Peptides (Abb. 3.26
A). Die Ursache hierfür ist unklar.
Die in Abb. 3.26 A, B dargestellten Ergebnisse des CTL-Assays zeigen weiterhin, daß in
dem A2.1Kb-transgenen Modell die A2.1-spezifischen Immunantworten schwächer waren
als im Vergleich zu der durch das murine H-2Db-restringierten Immunantwort. Diese
Beobachtung kann auf die in der Literatur beschriebenen Limitierungen des ausgewählten
Mausmodells, wie der geringen Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen und die
wahrscheinlich ineffiziente Interaktion des murinen CD8-Moleküls auf den CD8+ CTLs
mit dem chimären A2.1Kb-Molekül306, zurückgeführt werden. Aber auch eine höhere
Bindungsaffinität von 8Q gegenüber den A2.1-restringierten CTL-Epitopen für die
Assoziation mit dem jeweiligen MHC I-Molekül kann als Ursache ebenso wie die
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ineffizientere Prozessierung und Präsentation der A2.1-restringierten CTL-Epitope durch
den murinen Antigenprozessierungsapparat nicht ausgeschlossen werden. Die effizientere
Prozessierung und Präsentation eines CTL-Epitopes wird als Immundominanz bezeichnet.
Durch Immundominanz des H-2Db-restringierten 8Q Peptides könnte die Immunantwort
gegen die A2.1-restringierten CTL-Epitope inhibiert werden, wenn die einzelnen CTL-
Epitope zuvor aus dem E7-Protein prozessiert werden müssen, um präsentiert zu werden.
Um die Fragestellung der Prozessierungsfähigkeit näher zu untersuchen, wurden
A2.1Kb-transgene Mäuse statt mit den Peptide, die ohne weitere Prozessierung direkt
präsentiert werden können, mit dem HPV-16 E7-Protein (von G. Fernando, CICR,
Brisbane) immunisiert und die memory T-Zellantwort nach in vitro Restimulation der
Milzzellen durch Zugabe der jeweiligen Peptide im CTL-Assay analysiert (Abb. 3.25). Die
Ergebnisse des CTL-Assays (Abb. 3.26 C) demonstrierten, daß nach der Immunisierung
mit dem E7-Protein sowohl eine eindeutige memory T-Zellantwort gegen das
H-2Db-restringierte CTL-Epitop als auch gegen das A2.1-restringierte 597 nachgewiesen
werden konnte, die nur durch die Prozessierung dieser Epitope aus dem Protein entstanden
sein konnten. Für das H-2Db-restringierte CTL-Epitop betrug die Lyse der EL4.A2.1+8Q
85,5 % ± 1,4 % (50:1) bzw. 74,0 % ± 3,8 % (10:1) im Vergleich zu 11,6 % ± 1,6 % (50:1)
bzw. 6,6 % ± 2,0 % (10:1) für EL4.A2.1. Für 597 konnte eine Zytotoxizität von 43,4 % ±
0,6 % (50:1) bzw. 20,5 % ± 0,2 % (10:1) für EL4.A2.1+597 gegenüber 27,7 % ± 1,8 %
(50:1) bzw. 11,0 % ± 1,1 % (10:1) für die EL4.A2.1 Kontrolltargetzellen nachgewiesen
werden.
Wie nach der Immunisierung mit dem Peptid-Vakzin (Abb. 3.26 A, B) war die 597-spezi-
fische Immunantwort im Vergleich zu der H-2Db-spezifischen Immunantwort auch nach
Immunisierung mit dem E7-Protein schwächer. Dieser Unterschied könnte auf die oben
erwähnten Limitierungen des A2.1Kb-transgenen Modells beruhen. Aber auch effizientere
Prozessierung und Präsentation von 8Q gegenüber 597 (Immundominanz) durch das
murine Proteasom sowie eine höhere Bindungsaffinität für das jeweilige MHC I-Molekül
für 8Q gegenüber 597 könnte die Ursache sein.
Im Gegensatz zu 597 konnte gegen das A2.1-restringierte CTL-Epitop 598 keine
spezifische memory T-Zellantwort nach Immunisierung mit dem E7-Protein nachgewiesen
werden (Abb. 3.26 C), obwohl nach Vakzinierung mit dem Peptid eine memory T-Zellant-
wort beobachtet worden war (Abb. 3.26 A, B). Die Lyse der 598-präsentierenden
EL4.A2.1 betrug 21,8 % ± 1,5 % (50:1) bzw. 10,5 % ± 0,3 % (10:1) und unterschied sich
nicht eindeutig von der Lyse der EL4.A2.1 (22,8 % ± 2,4 % [50:1], 8,5 % ± 2,7 % [10:1]).
Trotz der Beschreibung von 598 als ein A2.1-restringiertes E7-Epitop262 scheint dieses
CTL-Epitop jedoch natürlicherweise nicht prozessiert zu werden. Auch Daten aus anderen
Arbeiten, in denen eine Prozessierung von 598 aus E7 notwendig war, bestätigten dies307
(persönl. Mitteilung von R. Tindle, SASVRC). Aus diesem Grund erscheint die Nutzung
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Abb. 3.26: Memory T-Zellantwort gegen die HPV-16 E7 bzw. L1 CTL-Epitope nach Immunisierung von
A2.1Kb-transgenen Mäusen mit den jeweiligen Peptiden (A, B) bzw. mit E7 Protein (C). Der
Ablauf erfolgte wie in Abb. 3.25 dargestellt. Die Restimulation erfolgte entweder durch Zu-
gabe des entsprechenden Peptides (A, C) oder nach APC-Depletion mit EL4.E7 für 8Q oder
mit dem jeweiligen Peptid-beladenen EL4.A2.1 im Verhältnis Milzzellen zu Stimulatorzellen
von 10:1 (B). Die Immunantwort gegen die untersuchten CTL-Epitope wurde im CTL-Assay
nachgewiesen.
Die Ergebnisse dieser Vorversuche bestätigten, daß sich das A2.1Kb-transgene Maus-
modell für die Untersuchung der HPV-16-spezifischen H-2Db und A2.1-restringierten
T-Zellantwort nach Vakzinierung mit genetisch modifizierten dendritischen Zellen eignet.
Gegen drei der beschriebenen H-2Db bzw. A2.1-restringierten E7 CTL-Epitope sowie das
A2.1-restringierte L1 CTL-Epitop konnte eine spezifische memory T-Zellantwort nach
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Immunisierung mit dem Peptid-Vakzin nachgewiesen werden. Für die beiden CTL-Epitope
597 und L1 konnte die T-Zellantwort nur nach Restimulation durch Zugabe des
entsprechenden Peptides, jedoch nicht nach APC-Depletion und Restimulation mit Peptid-
beladenen EL4.A2.1 detektiert werden. Aus diesem Grund wurden diese beiden Epitope
primär für die Untersuchung der direkten Effektor-T-Zellantwort (3.4.2) verwendet und für
die memory T-Zellantwort (3.4.2.2) beide Restimulationsmethoden parallel durchgeführt.
Die Immunisierung A2.1Kb-transgener Mäuse mit dem HPV-16 E7-Protein zeigte neben
einer H-2Db-spezifischen auch eine spezifische memory T-Zellantwort gegen das
A2.1-restringierte 597. Dieses Ergebnis demonstrierte, daß die A2.1Kb-transgenen Mäuse
die Fähigkeit besitzen, A2.1-restringierte CTL-Epitope zu prozessieren und an das chimäre
A2.1Kb-Molekül zu binden. Die Frage der Notwendigkeit einer zellulären Restimulation
bei einem Modell mit H-2b-Hintergrund bleibt unbeantwortet, da nach Immunisierung mit
dem E7-Protein und einer in vitro Restimulation durch Zugabe der entsprechenden Peptide
eine spezifische memory T-Zellantwort nachweisbar war. Die Notwendigkeit der zellulären
Restimulation bei Vakzinen, die in vivo exprimiert werden, kann jedoch nicht ausge-
schlossen werden.
3.4.2 HPV-16-spezifische Immunantwort nach Immunisierung mit
Adenovirus-infizierten dendritischen Zellen
Für die Untersuchung des immunstimulatorischen Potentials der genetisch modifizierten
dendritischen Zellen zur Initiation einer spezifischen Immunantwort gegen die expri-
mierten HPV-16 Antigene, wurde der Immunstatus der immunisierten A2.1Kb-transgenen
Mäuse analysiert. Die Analyse des Immunstatus erfolgte durch die Charakterisierung der
HPV-16 L1-spezifischen Antikörperantwort (3.4.2.3) und der HPV-16 E7- bzw. L1-spezi-
fischen T-Zellantwort. Durch die Aktivierung der naiven T-Lymphozyten wird ihre
Differenzierung in Effektorzellen, die für die akute Immunantwort verantwortlich sind, und
in memory T-Zellen, die für erneute Immunantworten von Bedeutung sind, induziert. Aus
diesem Grund wurden für die Analyse der HPV-16-spezifischen Immunantwort nach
Immunisierung mit den dendritischen Zellen sowohl die direkte Effektor-T-Zellantwort
(3.4.2.1) als auch die memory T-Zellantwort (3.4.2.2) untersucht. Die Bestimmung der
direkten HPV-16-spezifischen Effektor-T-Zellantwort erfolgte durch den ex vivo IFNγ-
ELISPOT, indem die spezifische IFNγ-Sekretion durch die isolierten Milzzellen in Gegen-
wart des untersuchten CTL-Epitopes ohne vorherige in vitro Restimulation analysiert
wurden. Die Initiation einer HPV-16-spezifischen memory T-Zellantwort wurde nach einer
sechstägigen in vitro Restimulation der isolierten Milzzellen durch den IFNγ-ELISPOT
sowie den parallel durchgeführten CTL-Assay bestimmt. Die in vitro Restimulation diente
zur Aktivierung und Amplifikation der vorhandenen HPV-16-spezifischen memory
T-Zellen und erfolgte nach APC-Depletion mit der konstitutiv E7-exprimierenden Zellinie
EL4.E7 für das H-2Db-restringierte CTL-Epitop 8Q oder mit dem Peptid-beladenen
EL4.A2.1 für das A2.1-restringierte E7 CTL-Epitop 598 (Abb. 3.27). Für die beiden
A2.1-restringierten CTL-Epitope 597 und L1 wurden zwei in vitro Restimulationsmetho-
den, mit APC-Depletion und Peptid-beladenen EL4.A2.1 bzw. ohne APC-Depletion und
Zugabe des Peptides, parallel durchgeführt, da eine spezifische memory T-Zellantwort
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nach Immunisierung mit dem Peptid nur nach Restimulation durch Zugabe des Peptides
ohne APC-Depletion nachgewiesen wurde (Abb. 3.26 A, B).
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Abb. 3.27: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Immunisierungsversuche mit den-
dritischen Zellen. (A) Ablauf zur Untersuchung der HPV-16-spezifischen Effektor- und
memory T-Zellantwort nach einer Immunisierung. (B) Versuchsverlauf zur Untersuchung der
L1-spezifischen Antikörperantwort und HPV-16 E7- bzw. L1-spezifischen T-Zellantwort nach
zwei Immunisierungen. Erläuterungen siehe Text.
Für die in vivo Experimente zur Initiation einer HPV-16-spezifischen T-Zellantwort
(Abb. 3.27 A) wurden dendritische Zellen aus den Knochenmarksvorläuferzellen von
A2.1Kb-transgenen Mäusen in Anwesenheit von GM-CSF und IL-4 gewonnen und am Tag
4 nach der Isolation mit den entsprechenden adenoviralen Konstrukten infiziert. Am Tag 6
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nach der Isolation wurden die Zellen geerntet, dreimal mit PBS gewaschen und
A2.1Kb-transgene Mäuse (4 pro Gruppe) mit 5x105 Zellen/Maus subkutan an der
Schwanzbasis immunisiert. Zur Evaluierung der Effizienz dendritischer Zellen wurde vier
A2.1Kb-transgenen Mäusen mit den jeweiligen Peptiden der HPV-16 CTL-Epitope
immunisiert. Zehn Tage nach der Immunisierung der Mäuse wurde die Milzzellen isoliert
und für den ex vivo IFNγ-ELISPOT zur Bestimmung der direkten HPV-16-spezifischen
Effektor-T-Zellantwort bzw. nach sechstägiger in vitro Restimulation zur Analyse der
memory T-Zellantwort verwendet.
Um die Bedingungen für die mögliche Induktion einer L1-spezifischen Antikörperantwort
durch Immunisierung mit den genetisch modifizierten dendritischen Zellen zu optimieren,
wurde das Standardimmunisierungsprotokoll (Abb. 3.27 A) nach Mercier et al.159
modifiziert, da nach intramuskulärer Immunisierung mit Adenovirus-infizierten
dendritischen Zellen mindestens 20-25 Tage für die Induktion einer nachweisbaren
Antikörperantwort benötigt wurden. Aus diesem Grund wurden, wie in Abb. 3.27 B
dargestellt, die A2.1Kb-transgenen Mäusen (4/Gruppe) jeweils mit 5x105 dendritischen
Zellen immunisiert und 25 Tage ein zweites Mal mit 5x105 dendritischen Zellen pro Maus
immunisiert, um das zehntägige Intervall für die T-Zellantwort (Abb. 3.27 A) beizube-
halten. Aber auch der Effekt der Immunisierungsroute auf die L1-spezifische Antikörper-
antwort wurde untersucht. Dafür wurde eine Gruppe von Mäusen intramuskulär statt
subkutan mit dendritischen Zellen immunisiert. Am Tag 35 nach der ersten Immunisierung
wurde mit der Analyse der Antikörperantwort begonnen und ein Tag später erfolgte mit
der Isolation der Milz die Untersuchung der HPV-16-spezifischen T-Zellantwort.
3.4.2.1 Analyse der direkten Effektor-T-Zellantwort
In den ersten Versuchen erfolgte die Untersuchung der HPV-16 E7-spezifischen Effektor-
T-Zellantwort nach dem Schema in Abb. 3.27 A durch den ex vivo IFNγ-ELISPOT. In
diesem Test wird die Anzahl der spezifischen T-Zellen unter den Milzzellen bestimmt, die
mit ihren TCR das untersuchte CTL-Epitop im Kontext eines MHC I-Moleküls erkennen
und IFNγ-sekretieren. Die IFNγ-sekretierenden Zellen können nach der Detektion als Spots
auf der Cellulose-Membran der ELISPOT-Platten (siehe Abb. 3.37) ausgewertet werden.
Die Anzahl der spezifisch für das CTL-Epitop IFNγ-sekretierenden Zellen unter 106 Milz-
zellen diente als Maß für die Induktion einer Effektor-T-Zellantwort.
Abhängigkeit der Effektor-T-Zellantwort von der MOI:
Die dendritischen Zellen wurden mit unterschiedlichen MOIs von AdE7 infiziert, um die
optimale MOI für die Induktion einer H-2Db-restringierten E7-spezifischen T-Zellantwort
zu ermitteln (Abb. 3.28). Die Ergebnisse des ex vivo IFNγ-ELISPOT zeigten eine eindeu-
tige H-2Db-restringierte E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort in den Mäusen, die mit
AdE7-infizierten dendritischen Zellen immunisiert wurden. Die Anzahl der IFNγ-sekretie-
renden Zellen als Maß für die Effizienz der Immunisierung bzw. der Induktion einer
Effektor-T-Zellantwort war dabei proportional zu der verwendeten MOI von AdE7 für die
Infektion der dendritischen Zellen. Die Infektion der dendritischen Zellen mit
rekombinanten Adenoviren hatte keinen signifikanten Effekt auf die Anzahl der
IFNγ-sekretierenden Zellen/106 Milzzellen spezifisch für das H-2Db-restringierte E7
CTL-Epitop 8Q (Adegfp: 3 ± 1,4, Mock: 0 ± 1,4; p = 0,146). Mit einer MOI von 50 für
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AdE7 konnte eine schwache H-2Db-restringierte Effektor-T-Zellantwort (10 ± 0) induziert
werden. Dendritische Zellen infiziert mit einer MOI von 125 für AdE7 induzierten eine
signifikant höhere H-2Db-restringierte Effektor-T-Zellantwort (29 ± 4,2) als
Mock-infizierte (p < 0,0001) und Adegfp-infizierte Zellen (p = 0,0003). Mit einer MOI
von 125 konnte eine H-2Db-restringierte E7-spezifische Effektor-T-Zellimmunantwort
induziert werden, die vergleichbar war mit derjenigen nach Immunisierung der Mäuse mit
dem Peptid-Vakzin (32 ± 5,7). Wenn die dendritischen Zellen mit einer MOI von 250 für
AdE7 infiziert wurden, war die H-2Db-restringierte E7-spezifische Effektor-T-Zellimmun-
antwort signifikant höher (51 ± 1,4; p = 0,0016) als mit dem Peptid-Vakzin.
ex vivo IFN -ELISPOT γ
597 (A2.1) spezifisch 8Q (H-2D ) spezifisch b




AdL1 /E7-DC /MOI 250p
Adegfp-DC /MOI 300
Mock DC
8Q Peptid (H-2D )b
Vakzin
Vakzin
0 10 20 30 40 50 60





0 10 20 30 40
Abb. 3.28: Direkte HPV-16 E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort nach Immunisierung mit dendritischen
Zellen (DC). Die A2.1Kb-transgenen Mäuse (4/Gruppe) wurden, wie in Abb. 3.27 A dargestellt,
subkutan mit 5x105 dendritischen Zellen/Maus immunisiert, die aus Knochenmarkszellen mit
GM-CSF und IL-4 generiert wurden. Die Zellen wurden am Tag 4 mit den angegebenen
adenoviralen Vektoren und der jeweiligen MOI bzw. Mock infiziert. Als Kontrolle wurde eine
Gruppe von Mäusen mit dem Peptid-Vakzin immunisiert. Zehn Tage nach der Immunisierung
wurde die Milz isoliert und die H-2Db- sowie A2.1-restringierte HPV-16 E7-spezifische
Effektor-T-Zellantwort durch den ex vivo IFNγ-ELISPOT bestimmt.
Abhängigkeit der Effektor-T-Zellantwort von der Stabilität des exprimierten Antigens:
Wenn die dendritischen Zellen mit AdL1p/E7 (MOI 250) statt AdE7 infiziert wurden,
konnte keine signifikant höhere H-2Db-restringierte E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort
(5 ± 1,4; p = 0,2212) als mit Mock-infizierten dendritischen Zellen (0 ± 1,4) beobachtet
werden (Abb. 3.28). Dieses Ergebnis war unerwartet, da sich E7 in den beiden viralen
Konstrukten nicht unterscheidet und für die Infektion mit AdL1p/E7 die für AdE7 optimale
MOI von 250 verwendet wurde. Das in AdE7 und in AdL1p/E7 verwendete E7mut unter-
scheidet sich von dem Wildtyp HPV-16 E7 neben der geringeren Transformationsaktivität,
die aus sicherheitstechnischen Gründen bei der Verwendung human-infektiöser Vektoren
vorteilhaft ist, auch durch eine erhöhte Immunogenität aus, die auf eine höhere Instabilität
und damit verbundene effizientere Abbau- bzw. Prozessierungsrate von E7mut gegenüber
dem Wildtyp Protein zurückgeführt wird291. Wie bei dem Nachweis der E7-Expression in
humanen dendritischen Zellen (3.3.2.2) bereits beobachtet wurde (Abb. 3.21 A), könnte
durch die Fusion von E7mut mit L1 ein stabileres Protein exprimiert werden, was sich auf
die Immunogenität der E7-spezifischen CTL-Epitope auswirken könnte. Auf dieser
möglichen Stabilisierung durch L1 und der daraus resultierenden geringeren Prozessierung
der E7 CTL-Epitope könnte der Unterschied in der induzierten Effektor-T-Zellantwort
zwischen AdE7- und AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen beruhen. Aber auch
andere Ursachen neben der Stabiltätszunahme können nicht ausgeschlossen werden. So
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scheint die Expression von HPV-16 L1 in dendritischen Zellen möglicherweise einen
toxischen Effekt auf dendritische Zellen zu haben (persönl. Mitteilung von R. Thomas,
CICR). Allerdings wurde im Rahmen dieser Arbeit kein toxischer Effekt der
L1-Expression auf die murinen dendritischen Zellen festgestellt, weshalb die Stabilisierung
von E7mut durch die Fusion mit L1 favorisiert wird.
A2.1-restringierte Effektor-T-Zellantwort gegen das E7 CTL-Epitop 597:
Neben der H-2Db-restringierten wurde auch die A2.1-restringierte 597-spezifische
Effektor-T-Zellantwort nach Immunisierung mit den genetisch modifizierten dendritischen
Zellen im ex vivo IFNγ-ELISPOT untersucht (Abb. 3.28). Wie nach der Immunisierung mit
dem Peptid-Vakzin bzw. Protein (Abb. 3.26) zeigte sich auch im ex vivo IFNγ-ELISPOT,
daß die A2.1-restringierte Immunantwort in dem A2.1Kb-transgenen Mausmodell
schwächer war als die durch das murine MHC I restringierte Immunantwort. Nach der
Immunisierung der Mäuse mit dendritischen Zellen, die mit AdE7 (MOI 250) infiziert
wurden, konnte eine im Vergleich zu Adegfp-infizierten (0 ± 8,8) bzw. Mock-infizierten
dendritischen Zellen (0 ± 1,8) schwache 597-spezifische Effektor-T-Zellantwort (16,2 ±
19,4) beobachtet werden, die jedoch nicht signifikant höher war als mit Adegfp-infizierten
dendritischen Zellen (p = 0,39). Trotz der gezeigten 597-spezifischen memory
T-Zellantwort nach Immunisierung mit dem Peptid (Abb. 3.26) konnte keine signifikante
Effektor-T-Zellantwort gegen 597 detektiert werden (6,2 ± 1,8; p = 0,4372 zu
Mock-infizierten dendritischen Zellen). Aus diesem Grund könnte das Ergebnis mit
AdE7-infizierten dendritischen Zellen auf den Limitierungen des A2.1Kb-transgenen
Modells beruhen (siehe 3.4.1) und die in vitro Restimulation zur Amplifikation der
A2.1-spezifischen T-Zellen essentiell für den Nachweis einer spezifischen Immunantwort
sein. Die höhere Variabilität für den 597-spezifischen ex vivo IFNγ-ELISPOT könnte auf
die geringe Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen in dem Modell zurückgehen. Aber
auch die Mutation des 597 CTL-Epitopes in E7mut (siehe Abb. 3.24), welche die Bindung
von 597 an das MHC I-Molekül und/oder die spezifische Erkennung des MHC I/Peptid-
Komplexes durch den TCR beeinträchtigen könnte, kann als Ursache nicht ausgeschlossen
werden.
Die Ergebnisse dieser ersten Versuche haben gezeigt, daß genetisch modifizierte
dendritische Zellen eine HPV-16 E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort nach Infektion mit
AdE7 induzieren können. Dabei stellte sich heraus, daß die Verfügbarkeit und möglicher-
weise auch die Stabilität des exprimierten Antigens die Stärke der durch die dendritischen
Zellen initiierten spezifischen Immunantwort beeinflußt. Für die Infektion der
dendritischen Zellen mit AdE7 war eine MOI von 250 optimal, da auch eine weitere
Erhöhung der MOI nicht zu einer Verbesserung der Immunantwort führte (nicht gezeigt).
Für die Untersuchung der durch die dendritischen Zellen induzierten L1-spezifischen
Antikörperantwort und der gleichzeitigen Initiation einer HPV-16 E7- und L1-spezifischen
T-Zellantwort wurde der Versuchsablauf wie in Abb. 3.27 B dargestellt modifiziert, um die
Bedingungen für die Induktion einer L1-spezifischen Antikörperantwort (3.4.2.3) wie nach
Mercier et al.159 zu optimieren. Die A2.1Kb-transgenen Mäusen (4/Gruppe) wurden zwei-
mal subkutan oder intramuskulär (siehe Abb. 3.29) mit dendritischen Zellen bzw. dem
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Peptid-Vakzin immunisiert. Die Effizienz von AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen
zur Initiation einer L1- und E7-spezifischen T-Zellantwort wurde mit AdE7- bzw. AdL1p-
infizierten dendritischen Zellen verglichen. Für die Infektion der dendritischen Zellen mit
den adenoviralen Konstrukten wurde für AdE7 eine MOI von 250 und für AdL1p sowie
AdL1p/E7 eine MOI von 300 verwendet. Am Tag 36 nach der ersten Immunisierung
wurden die Milzzellen isoliert, und die Untersuchung der HPV-16 E7- bzw. L1-spezi-
fischen Effektor-T-Zellantwort erfolgte durch den ex vivo IFNγ-ELISPOT als Anzahl der
spezifisch für das CTL-Epitop IFNγ-sekretierenden Zellen unter 106 Milzzellen.
Abhängigkeit der Effektor-T-Zellantwort von einer zweiten Immunisierung:
In Abb. 3.29 sind die Ergebnisse des ex vivo IFNγ-ELISPOT für die Untersuchung der
H-2Db-restringierten E7-spezifischen Effektor-T-Zellantwort nach zwei Immunisierungen
dargestellt. Die Anzahl der spezifisch für das H-2Db-restringierte E7 CTL-Epitop
IFNγ-sekretierenden Zellen war nach Immunisierung mit dendritischen Zellen, die mit
AdE7 (MOI 250) infiziert wurden, signifikant höher (674 ± 8,5; p < 0,0001) als nach der
subkutanen Immunisierung mit AdL1p-infizierten dendritischen Zellen (52 ± 19,8) bzw.
mit dem Peptid-Vakzin (126 ± 0,0; p < 0,0001). Die gleichzeitige intramuskuläre Injektion
von AdL1p-infizierten dendritischen Zellen hatte keinen signifikanten Einfluß auf die
E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort durch die subkutane Immunisierung mit AdE7-infi-
zierten dendritischen Zellen (582 ± 19,8), die ebenfalls signifikant höher war als mit
AdL1p-infizierten dendritischen Zellen (p < 0,0001).
Im Vergleich zu den Ergebnissen der H-2Db-restringierten E7-spezifischen Effektor-
T-Zellantwort nach einer Immunisierung mit dendritischen Zellen, die mit einer MOI von
250 für AdE7 infiziert wurden (Abb. 3.28) nahm die Anzahl der H-2Db-restringierten
E7-spezifischen IFNγ-sekretierenden Zellen durch die zweite Immunisierung um den
Faktor 6 zu (p < 0,0001). In den Mäusen, die zweimal mit dem Peptid-Vakzin immunisiert
wurden, wurde eine Erhöhung der IFNγ-sekretierenden Zellen um den Faktor 3 nachge-
wiesen (p < 0,0001).
Wie zuvor nach einer Immunisierung mit AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen (Abb.
3.28) konnte auch nach einer zweiten Immunisierung (Abb. 3.29) keine signifikant höhere
E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort (27 ± 32,5; p = 0,5583) als mit AdL1p-infizierten
dendritischen Zellen nachgewiesen werden, was vermutlich auf die Stabilitätszunahme von
E7mut durch die Fusion mit L1 zurückzuführen ist.
A2.1-restringierte Effektor-T-Zellantwort gegen das L1 CTL-Epitop:
Zusätzlich zu der E7-spezifischen wurde in dem in Abb. 3.29 dargestellten Experiment
auch die Effektor-T-Zellantwort spezifisch für das A2.1-restringierte L1 CTL-Epitop durch
den ex vivo IFNγ-ELISPOT untersucht. Wie in den Vorversuchen (Abb. 3.26) sowie für
das A2.1-restringierte E7 CTL-Epitop 597 (Abb. 3.28) war auch hier die A2.1-spezifische
Immunantwort deutlich schwächer als die H-2Db-restringierte. Die zweimalige subkutane
Immunisierung mit AdL1p-infizierten (0 ± 2,8; p = 0,3144) oder AdL1p/E7-infizierten
dendritischen Zellen (5 ± 9,9; p = 0,9172) führte zur Induktion einer sehr schwachen
L1-spezifischen Effektor-T-Zellantwort, die nicht signifikant höher war als mit AdE7-inf-
izierten dendritischen Zellen (0 ± 2,8). Auch nach zweimaliger intramuskulärer Immu-
nisierung mit AdL1p-infizierten dendritischen Zellen (4 ± 5,7; p = 0,7226 bzw. 2 ± 14,1;
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p = 0,4100 bei gleichzeitiger Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen)
konnte nur eine schwache L1-spezifische Effektor-T-Zellantwort nachgewiesen werden,
die im Vergleich zu AdE7-infizierten dendritischen Zellen nicht signifikant war. In den
A2.1Kb-transgenen Mäusen, die zweimal subkutane mit dem L1-Peptid immunisiert
wurden, war die Anzahl der L1-spezifisch IFNγ-sekretierenden Zellen (3 ± 1,4; p = 1)
ebenfalls nicht signifikant höher als nach der Immunisierung mit AdE7-infizierten
dendritischen Zellen. Da eine L1-spezifischen memory T-Zellantwort nach Immunisierung
mit dem L1-Peptid in den Vorversuchen gezeigt werden konnte (Abb. 3.26), war dieses
Ergebnis unerwartet. Wie die Ergebnisse der 597-spezifischen Effektor-T-Zellantwort ist
auch die L1-spezifische Antwort vermutlich auf die Limitierungen des A2.1Kb-transgenen
Modells (siehe 3.4.1) zurückzuführen. Auch die höhere Variabilität des L1-spezifischen
ex vivo IFNγ-ELISPOTs deutet auf die geringe Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen als
Ursache hin, so daß die in vitro Restimulation für den eindeutigen Nachweis einer
A2.1-restringierten T-Zellantwort vermutlich notwendig ist.
ex vivo IFN -ELISPOT γ





AdE7-DC (sc) + AdL1 -DC (im)p
8Q + L1 Peptid 
IFN  sekretierende Zellen/10γ 6
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.50 100 200 300 400 500 600 700
Vakzin
Abb. 3.29: Direkte HPV-16 E7- und L1-spezifische Effektor-T-Zellantwort nach Immunisierung mit den-
dritischen Zellen (DC). Die A2.1Kb-transgenen Mäuse (4/Gruppe) wurden nach Abb. 3.27 B
subkutan (sc) und/oder intramuskulär (im) mit 5x105 dendritischen Zellen pro Maus immuni-
siert, die aus Knochenmarkszellen mit GM-CSF und IL-4 generiert wurden. Die Infektion der
dendritischen Zellen erfolgte am Tag 4 nach der Isolation mit einer MOI von 250 für AdE7
bzw. einer MOI von 300 für AdL1p und AdL1p/E7. Als Kontrolle wurde eine Gruppe von
Mäusen subkutan mit dem Peptid-Vakzin immunisiert. Zehn Tage nach der Immunisierung
wurde die Milz isoliert und die H-2Db- sowie A2.1-restringierte HPV-16 E7- bzw. L1-spezi-
fische Effektor-T-Zellantwort durch den ex vivo IFNγ-ELISPOT bestimmt.
Zusammenfassend haben die Ergebnisse zur Untersuchung der direkten zellulären
Effektor-T-Zellantwort gezeigt, daß dendritische Zellen nach der Infektion mit AdE7 eine
durch das murine H-2Db-restringierte E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort induzieren
können. Die Stärke der induzierten Effektorantwort war dabei von der für die Infektion der
dendritischen Zellen verwendeten MOI sowie von der Stabilität des Antigens abhängig.
Gegenüber der H-2Db-restringierten Immunantwort konnte in dem A2.1Kb-transgenen
Modell nach Immunisierung mit genetisch modifizierten dendritischen Zellen nur die
Initiation einer schwachen, nicht signifikanten A2.1-restringierte Effektorantwort gegen
das E7 CTL-Epitop 597 bzw. für das L1 CTL-Epitop nachgewiesen werden. Die Ergeb-
nisse für die A2.1-restringierten HPV-16 CTL-Epitope lassen sich wahrscheinlich auf die
generell schwache A2.1-spezifischen Immunantwort zurückführen, die auf die geringe
Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen in diesem Mausmodell beruhen könnte306. Für das
CTL-Epitop 597 kann aber auch die Mutation in AdE7 als mögliche Ursache nicht
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ausgeschlossen werden. Im folgenden wurde die Induktion einer HPV-16-spezifischen
memory T-Zellantwort durch die dendritischen Zellen analysiert.
3.4.2.2 Analyse der memory T-Zellantwort
Der Nachweis der HPV-16-spezifischen memory T-Zellantwort erfolgte nach dem Schema
in Abb. 3.27 A für die Mäuse, die einmal immunisiert wurden, bzw. nach dem Schema in
Abb. 3.27 B für die Versuche mit zwei Immunisierungen zur Untersuchung der L1-spezi-
fischen Antikörperantwort und L1- bzw. E7-spezifischen T-Zellantwort. Die isolierten
Milzzellen wurden dafür für sechs Tage in vitro restimuliert, um die vorhandenen
HPV-16-spezifischen memory T-Zellen zu aktivieren und zu amplifizieren. Die induzierte
HPV-16-spezifische memory T-Zellantwort wurde durch den CTL-Assay und den parallel
durchgeführten IFNγ-ELISPOT nachgewiesen. Als Maß für die memory T-Zellantwort
diente im IFNγ-ELISPOT die Anzahl der spezifisch für das CTL-Epitop IFNγ-sekretieren-
den Zellen unter 106 Milzzellen. bzw. im CTL-Assay die Fähigkeit zur Lyse der E7- bzw.
L1-präsentierenden Targetzellen. Die Ergebnisse der CTL-Assays wurden als Prozent
spezifische Lyse dargestellt, indem die Werte der nicht E7- bzw. L1-präsentierenden
Kontrolltargetzellen von denen subtrahiert wurden, die das CTL-Epitop präsentierten.
Abhängigkeit der memory T-Zellantwort von der MOI:
Wie für die Effektor-T-Zellantwort (3.4.2.1) wurde der Einfluß unterschiedlicher MOIs
von AdE7 zur Infektion der dendritischen Zellen auf die Initiation der HPV-16 E7-spezi-
fischen memory T-Zellantwort untersucht. Im Vergleich zum ex vivo IFNγ-ELISPOT
(Abb. 3.28) zeigen die in Abb. 3.30 A dargestellten Ergebnisse des IFNγ-ELISPOT
spezifisch für das H-2Db-restringierte E7 CTL-Epitop, daß die Aktivierung und
Amplifikation der memory T-Zellen während der in vitro Restimulation erfolgreich war, da
die Anzahl der IFNγ-sekretierenden Zellen nach Immunisierung mit dem Peptid-Vakzin
von 0 ± 2,8 auf 3075 ± 813,2 zunahm. Die Infektion der dendritischen Zellen mit
rekombinanten Adenoviren hatte keinen signifikanten Effekt auf die E7-spezifische
memory T-Zellantwort (Adegfp: 483 ± 325,5, Mock: 0 ± 106,1; p = 0,0618). In den
Mäusen, die mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen immunisiert wurden, war die
H-2Db-restringierte E7-spezifische memory T-Zellantwort proportional zur verwendeten
MOI von AdE7. Mit einer MOI von 250 für AdE7, war die E7-spezifische memory
T-Zellantwort signifikant höher (6425 ± 106,1; p = 0,0016) als mit Adegfp-infizierten
dendritischen Zellen. Im Vergleich zur Peptid-Vakzin (3075 ± 813,2) war die Anzahl der
E7-spezifischen IFNγ-sekretierenden Zellen mit dendritischen Zellen, die mit einer MOI
von 250 für AdE7 infiziert wurden, um den Faktor 2 höher (p = 0,0145). Mit einer MOI
von 125 für AdE7 war die E7-spezifische Immunantwort (2012 ± 229,8; p = 0,0022)
ebenfalls signifikant höher als mit Adegfp-infizierten dendritischen Zellen und
vergleichbar mit dem Ergebnis für das Peptid-Vakzin.
Die Ergebnisse des CTL-Assays (Abb. 3.30 B) bestätigten die Resultate des IFNγ-
ELISPOT. Die E7-spezifische Lyse war proportional zu der verwendeten MOI von AdE7
zur Infektion der dendritischen Zellen und mit einer MOI von 250 konnte eine signifikante
Lyse der 8Q-beladenen EL4.A2.1 (EL4.A2.1+8Q) bzw. der EL4.E7 nachgewiesen werden.
Die spezifische Zytotoxizität betrug beim 40:1 Verhältnis von Effektor zu Target für
EL4.E7 24,3 % ± 3,6 % (p = 0,0016 zu Adegfp-infizierten dendritischen Zellen) bzw.
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36,8 % ± 2,6 % (p < 0,0001) für EL4.A2.1 +8Q. Diese Werte waren vergleichbar zu der
Lyse mit der durch dem Peptid-Vakzin induzierten Immunantwort, die beim 40:1 Ver-
hältnis 21,1 % ± 1 % für EL4.A2.1+8Q bzw. 28,6 % ± 4,1 % für EL4.E7 betrug. Für
dendritischen Zellen, die mit einer MOI von 125 für AdE7 infiziert wurden, konnte eine
spezifische Zytotoxizität von 7,4 % ± 2,3 % (40:1) für EL4.A2.1+8Q und 12,4 % ± 3,6 %
(40:1) für EL4.E7 nachgewiesen werden. Im Falle von EL4.A2.1+8Q war sie signifikant
(p = 0,0010) zu Adegfp-infizierten dendritischen Zellen jedoch nicht für EL4.E7 Target-
zellen (p = 0,8284). Dieses unerwartete Ergebnis für EL4.E7 wird auf ein bekanntes
Phänomen zurückgeführt, daß auftritt, wenn eine Zellinie für die in vitro Restimulation und
anschließend im CTL-Assay eingesetzt wird. Während der in vitro Restimulation kommt
es vermutlich auch zu einer unerwünschten Amplifikation gegen andere gleichzeitig auf
den Stimulatorzellen präsentierten CTL-Epitop, wodurch die Zellen im anschließenden
CTL-Assay sensitiver gegenüber der durch die zytotoxischen T-Lymphozyten induzierten
Lyse werden (persönl. Mitteilung von A. Suhrbier, QIMR). Besonders bei hohen Effektor
zu Target Verhältnissen ist die unspezifische Lyse von Bedeutung und kann in den
Kontrollgruppen zu artifiziell hohen Werten führen. Für das 40:1 Verhältnis wurde bei
allen durchgeführten CTL-Assays für die Kontrollgruppen, die mit Mock-infizierten oder
Adegfp-infizierten dendritischen Zellen immunisiert wurden, eine höhere Lyse der EL4.E7
Targetzellen gegenüber den 8Q-beladenen EL4.A2.1 beobachtet, allerdings nicht für das
10:1 Verhältnis.
Abhängigkeit der memory T-Zellantwort von der Stabilität des exprimierten Antigens:
Wie für die Effektor-T-Zellantwort (3.4.2.1) wurde der Einfluß der Fusion von E7mut mit
L1 auch auf die E7-spezifische memory T-Zellantwort untersucht. Dafür wurden die
dendritischen Zellen mit AdL1p/E7 (MOI 250) statt AdE7 infiziert. Durch die in vitro
Restimulation der isolierten Milzzellen konnte die Anzahl der spezifisch für das H-2Db-
restringierte E7 CTL-Epitop IFNγ-sekretierenden Zellen pro 106 Milzzellen von 5 ± 1,4
(Abb. 3.28) auf 475 ± 318,2 expandiert werden (Abb. 3.30 A). Diese im IFNγ-ELISPOT
detektierte E7-spezifische memory T-Zellantwort war jedoch nicht signifikant höher
(p = 0,1972 bzw. p = 0,5810) als mit Mock-infizierten bzw. Adegfp-infizierten
dendritischen Zellen, was vermutlich auf die Stabilitätszunahme von E7mut durch die
Fusion mit L1 in AdL1p/E7 im Vergleich zu AdE7 zurückzuführen ist.
Auch im CTL-Assay (Abb. 3.30 B) konnte durch die Immunisierung mit AdL1p/E7-infi-
zierten dendritischen Zellen keine signifikante spezifische Lyse der EL4.E7 Targetzellen
(10,3 % ± 0,9 % für 40:1 Verhältnis; p = 0,6371) im Vergleich zu Mock-infizierten
dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Für die 8Q-beladenen EL4.A2.1 betrug die
spezifische Zytotoxizität für das 40:1 Verhältnis 4,3 % ± 1,4 % und war signifikant höher
als mit Adegfp-infizierten dendritischen Zellen (p = 0,0105). Da die spezifische Lyse sehr
gering war und nicht durch den sensitiveren IFNγ-ELISPOT (Abb. 3.30 A) bzw. durch die
Ergebnisse nach zwei Immunisierung mit AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen
(Abb. 3.31) bestätigt wurden, ist dieses Ergebnis jedoch zweifelhaft.
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Abb. 3.30: HPV-16 E7-spezifische memory T-Zellantwort nach Immunisierung mit dendritischen Zellen
(DC). Die A2.1Kb-transgenen Mäuse (4/Gruppe) wurden nach Abb. 3.27 A subkutan mit 5x105
dendritischen Zellen pro Maus immunisiert, die aus Knochenmarkszellen mit GM-CSF und
IL-4 generiert wurden. Die Zellen wurden am Tag 4 mit den angegebenen adenoviralen
Vektoren und der jeweiligen MOI bzw. Mock infiziert. Als Kontrolle wurde eine Gruppe von
Mäusen subkutan mit dem Peptid-Vakzin immunisiert. Zehn Tage nach der Immunisierung
erfolgte die sechstägige in vitro Restimulation der isolierten Milzzellen für das H-2Db-restrin-
gierte CTL-Epitop nach APC-Depletion mit EL4.E7 im Verhältnis Milzzellen zu EL4.E7 von
10:1 (A, B) bzw. für 597 ohne APC-Depletion durch Zugabe des Peptides (C). Die induzierte
HPV-16 E7-spezifische memory T-Zellantwort wurde im IFNγ-ELISPOT und im CTL-Assay be-
stimmt. Die Ergebnisse des CTL-Assays sind als Prozent spezifische Lyse dargestellt, in-
dem die Werte für die nicht E7-präsentierende EL4.A2.1 Targetzellen von den Werten der
Targetzellen, die das CTL-Epitop präsentierten, subtrahiert wurde. Die spontane 51Cr-Frei-
setzung der Targetzellen war < 10 %.
A2.1-restringierte memory T-Zellantwort gegen E7:
Neben der H-2Db-restringierten wurde auch die A2.1-restringierte E7-spezifische memory
T-Zellantwort untersucht. Da für 597 die zelluläre in vitro Restimulation nicht etabliert
werden konnte (Abb. 3.26 B), wurden die isolierten Milzzellen parallel nach beiden
Methoden mit 597-beladenen EL4.A2.1 bzw. durch Zugabe des Peptides in vitro restimu-
liert. Für die Analyse der 597-spezifischen memory T-Zellantwort nach Immunisierung mit
dendritischen Zellen konnte kein Unterschied zwischen den beiden Restimulationsmetho-
den beobachtet werden. In Abb. 3.30 C sind nur die Ergebnisse des IFNγ-ELISPOTs und
des CTL-Assay nach in vitro Restimulation ohne APC-Depletion durch Zugabe des
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597-Peptides dargestellt, da unter diesen Bedingungen eine 597-spezifische memory
T-Zellantwort nach Immunisierung mit dem Peptid demonstriert werden konnte, obwohl
zuvor eine direkte Effektor-T-Zellantwort (Abb. 3.28) nicht nachgewiesen werden konnte.
Die Anzahl der 597-spezifschen IFNγ-sekretierenden Zellen pro 106 Milzzellen war nach
Immunisierung mit dem 597-Peptid im IFNγ-ELISPOT mit 1725 ± 318,2 signifikant höher
(p = 0,0011) als mit Mock-infizierten dendritischen Zellen (25 ± 35,4). Damit wurde aus-
gehend von der Effektor-T-Zellantwort im ex vivo IFNγ-ELISPOT (Abb. 3.28) durch die
Restimulation eine Erhöhung der IFNγ-sekretierenden Zellen um den Faktor 276 erzielt.
Auch die spezifische Lyse der 597-beladenen EL4.A2.1 Targetzellen im CTL Assay war
mit 35,0 % ± 3,6 % (40:1 Verhältnis) signifikant höher (p = 0,0001) als mit Mock-infi-
zierten dendritischen Zellen (2,3 % ± 3,6 %). Dies zeigt, daß die Amplifikation der
A2.1-spezifischen T-Zellen durch die in vitro Restimulation in diesem Mausmodell
notwendig ist, um die 597-spezifische Immunantwort eindeutig nachzuweisen. Die
Frequenz der A2.1-spezifischen T-Zellen ist zu gering für den direkten Nachweis der
Effektor-T-Zellantwort (3.4.2.1). Auch nach der in vitro Restimulation war die durch das
597-Peptid induzierte Anzahl an 597-spezifischen IFNγ-sekretierenden Zellen noch immer
um den Faktor 2 geringer als die durch das 8Q-Peptid induzierte memory T-Zellantwort
gegen E7 (Abb. 3.30 A), so daß dieses Mausmodell nur bedingt für die Untersuchung
A2.1-restringierter T-Zellantworten geeignet ist.
Mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen konnte weder im IFNγ-ELISPOT (125 ± 106,1;
p = 0,8370) noch im CTL-Assay (beim 40:1 Verhältnis: 2,7 % ± 0,7 %; p = 0,9336) eine
597-spezifische memory T-Zellantwort nachgewiesen werden, die signifikant höher war als
mit Adegfp-infizierten dendritischen Zellen (IFNγ-ELISPOT: 75 ± 106,1; CTL-Assay:
2,1 % ± 2,4 %). Da auch nach der in vitro Restimulation mit Peptid-beladenen EL4.A2.1
keine signifikante 597-spezifische T-Zellantwort detektierbar war, scheint neben der
geringen Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen auch die Mutation von 597 in E7mut
(Abb. 3.24) als Ursache möglich. Insbesondere, da die Prozessierung dieses CTL-Epitopes
durch das murine Proteasom nach Immunisierung mit dem E7-Protein gezeigt wurde
(Abb. 3.26 C).
In einigen Experimenten wurde nach Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen
Zellen und in vitro Restimulation mit 598-beladenen EL4.A2.1 auch die Initiation einer
A2.1-restringierten memory T-Zellantwort gegen das E7 CTL-Epitop 598 untersucht. Wie
für 597 konnte jedoch weder im IFNγ-ELISPOT noch im CTL-Assay eine eindeutige
memory T-Zellantwort gegen dieses A2.1-restringierte CTL-Epitop nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Dies könnte wie auch für die anderen A2.1-restringierten CTL-Epi-
tope auf der geringen Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen in dem Modell beruhen.
Aber auch die fehlende Prozessierung von 598 kann nicht ausgeschlossen werden, da die
Nutzung dieses Epitopes als natürliches aus E7 prozessiertes CTL-Epitop fraglich ist307
(persönl. Mitteilung von R. Tindle, SASVRC).
Für die gleichzeitige Initiation einer HPV-16 E7- und L1-spezifischen T-Zellantwort sowie
einer L1-spezifischen Antikörperantwort durch die Immunisierung mit genetisch
modifizierten dendritischen Zellen wurde der Standardversuchsablauf (Abb. 3.27 A) wie in
Abb. 3.27 B dargestellt verändert, und die A2.1Kb-transgenen Mäuse zweimal subkutan
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oder intramuskulär (siehe Abb. 3.31) mit dendritischen Zellen bzw. mit dem Peptid-Vakzin
immunisiert. Die Infektion der dendritischen Zellen erfolgte für AdE7 mit einer MOI von
250 und für AdL1p bzw. AdL1p/E7 mit einer MOI von 300. Nach der sechstägigen in vitro
Restimulation der isolierten Milzzellen wurde die Effizienz von AdL1p/E7-infizierten
dendritischen Zellen zur Initiation einer L1- bzw. E7-spezifischen memory T-Zellantwort
mit der von AdE7- bzw. AdL1p-infizierten dendritischen Zellen im IFNγ-ELISPOT und
im CTL-Assay verglichen.
Abhängigkeit der memory T-Zellantwort von einer zweiten Immunisierung:
Die Ergebnisse des IFNγ-ELISPOTs zur Untersuchung der H-2Db-restringierten E7-
spezifischen memory T-Zellantwort nach zwei Immunisierungen sind in Abb. 3.31 A
dargestellt. Die Anzahl der E7-spezifischen IFNγ-sekretierenden Zellen pro 106 Milzzellen
mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen war signifikant höher (3250 ± 212,2;
p < 0,0001) als nach der subkutanen (52 ± 19,8) bzw. intramuskulären Immunisierung mit
AdL1p-infizierten dendritischen Zellen (50 ± 0,0). Auch in den Mäusen, die zusätzlich zu
der subkutanen Immunisierung mit AdE7-infizierten Zellen noch intramuskulär mit
AdL1p-infizierten dendritischen Zellen immunisiert wurden, war die E7-spezifische
memory T-Zellantwort signifikant höher als mit AdL1p-infizierten dendritischen Zellen
(p < 0,0001).
Wie nach einer Immunisierung (Abb. 3.30) konnte auch nach einer zweiten Immunisierung
mit AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen keine signifikant höhere H-2Db-restrin-
gierten memory T-Zellantwort gegen E7 (50 ± 0,0; p = 0,4502) wie mit AdL1p-infizierten
dendritischen Zellen nachgewiesen werden, was vermutlich auf die Stabilitätszunahme von
E7mut durch die Fusion mit L1 zurückgeht.
Obwohl nach Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen die Effektor-
T-Zellantwort um den Faktor 5 höher war als mit dem Peptid-Vakzin (Abb. 3.29), wurde
im IFNγ-ELISPOT die stärkste E7-spezifische memory T-Zellantwort mit dem Peptid-
Vakzin (8925 ± 459,6) bestimmt, die sogar signifikant höher war als mit AdE7-infizierten
dendritischen Zellen (p < 0,0001). Im Vergleich zu den Ergebnissen des ex vivo
IFNγ-ELISPOTs (Abb. 3.29) zeigten die Ergebnisse des H-2Db-restringierten E7-spezi-
fischen IFNγ-ELISPOTs durch die deutliche Zunahme der IFNγ-sekretierenden Zellen eine
erfolgreiche Expansion der spezifischen memory T-Zellen durch die in vitro Restimulation.
Allerdings war, wie später in diesem Kapitel erläutert wird, die Erhöhung für das Peptid-
Vakzin (Faktor 270) effizienter für die AdE7-infizierten dendritischen Zellen (Faktor 5).
Der parallel durchgeführte CTL-Assay (Abb. 3.31 B) bestätigte die Ergebnisse des
IFNγ-ELISPOTs für die H-2Db-restringierte E7-spezifische memory T-Zellantwort. So
konnte in den Mäusen, die mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen immunisiert wurden,
eine signifikante spezifische Lyse der EL4.A2.1+8Q (40:1 Verhältnis: 33 % ± 1,4 %;
p = 0,0008) bzw. der EL4.E7 (40:1 Verhältnis: 40,9 % ± 1,7 %; p = 0,0022) im Vergleich
zur subkutanen Immunisierung mit AdL1p-infizierten dendritischen Zellen (EL4.A2.1+8Q:
7 % ± 1,8 %; EL4.E7: 12,2 % ± 2 %) nachgewiesen werden. Bei gleichzeitiger subkutaner
Immunisierung mit AdE7-infizierten Zellen und intramuskulärer Immunisierung mit
AdL1p-infizierten dendritischen Zellen war die E7-spezifische Zytotoxizität ebenfalls
signifikant höher (EL4.A2.1+8Q: 34,4 % ± 1,7 %; p = 0,0004 bzw. der EL4.E7: 35,7 % ±
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2,7 %; p = 0,0036 für 40:1 Verhältnis). Für AdL1p/E7-infizierte dendritische Zellen konnte
keine signifikant höhere spezifische Lyse von EL4.A2.1+8Q (40:1 Verhältnis: 12,5 % ±
1,9 %; p = 0,0955) oder von EL4.E7 (40:1 Verhältnis: 17,8 % ± 1,9 %; p = 0,1420) im
Vergleich zu AdL1p-infizierten dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Die durch das
Peptid-Vakzin induzierte memory T-Zellantwort betrug im CTL-Assay beim 40:1 Verhält-
nis 47,2 % ± 7,8 % (p = 0,0026 zu AdL1p-infizierten dendritischen Zellen) für
EL4.A2.1+8Q bzw. 47,7 % ± 3 % (p = 0,0009) für EL4.E7.
Das zuvor erwähnte Phänomen der erhöhten Zytotoxizitätswerte für die endogen E7-expri-
mierenden EL4.E7, die auch für die in vitro Restimulation verwendet wurden, konnte auch
in diesem Versuchen beobachtet werden, und ist wahrscheinlich auf die während der
in vitro Restimulation unerwünschte Amplifikation von T-Zellen zurückzuführen, die
andere auf den Stimulatorzellen präsentierte CTL-Epitopes erkennen als die
HPV-16-spezifischen CTL-Epitope.
A2.1-restringierte memory T-Zellantwort gegen das L1 CTL-Epitop:
Die Ergebnisse zur Untersuchung der A2.1-restringierte memory T-Zellantwort gegen
HPV-16 L1 sind in Abb. 3.31 C dargestellt. Da die zelluläre in vitro Restimulation in den
Vorversuchen nicht etabliert werden konnte (Abb. 3.26 B), wurden beide Restimu-
lationsmethoden (mit L1-beladenen EL4.A2.1 bzw. durch Zugabe des Peptide) parallel
durchgeführt. In Abb. 3.31 C sind die Ergebnisse des IFNγ-ELISPOTs und CTL-Assays
nach in vitro Restimulation ohne APC-Depletion durch Zugabe des L1-Peptides
dargestellt, denn so konnte die erfolgreiche Expansion der L1-spezifischen memory
T-Zellen in der Gruppe demonstriert werden, die mit dem Peptid-Vakzin immunisiert
wurden. Obwohl keine Effektor-T-Zellantwort nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.29),
wurde durch die Immunisierung mit dem Peptid-Vakzin eine signifikant höhere
L1-spezifischen memory T-Zellantwort im IFNγ-ELISPOT mit 2375 ± 35,4 (p < 0,0001)
IFNγ-sekretierenden Zellen pro 106 Milzzellen im Vergleich zu AdE7-infizierten
dendritischen Zellen (0 ± 35,4) detektiert. Damit ergab sich zu den Ergebnissen des ex vivo
IFNγ-ELISPOTs (Abb. 3.29) für das Peptid-Vakzin eine Erhöhung der spezifisch für L1
IFNγ-sekretierenden Zellen um den Faktor 790. Im CTL-Assay konnte ebenfalls eine
eindeutige L1-spezifische memory T-Zellantwort mit dem Peptid-Vakzin gezeigt werden.
So war die spezifische Lyse der EL4.A2.1+L1 Targetzellen mit 30,5 % ± 4,3 %
(40:1 Verhältnis; p = 0,0004) signifikant höher als mit AdE7-infizierten dendritischen
Zellen (40:1 Verhältnis: 0,0 % ± 1,0 %). Diese Ergebnisse für das Peptid-Vakzin demon-
strieren die geringe Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen, die für den Nachweis einer
direkte Effektor-T-Zellantwort zu gering ist. Um eine A2.1-restringierte Immunantwort in
diesem Mausmodell eindeutig nachzuweisen, ist die in vitro Restimulation notwendig. Daß
sich das A2.1Kb-transgene Mausmodell nur bedingt für die Untersuchung A2.1-
restringierter T-Zellantworten eignet, zeigte ebenso der Vergleich mit dem IFNγ-ELISPOT
für die E7-spezifische memory T-Zellantwort nach der Immunisierung mit dem 8Q-Peptid
(Abb. 3.31 A), da auch nach der in vitro Restimulation die Anzahl an IFNγ-sekretierenden
Zellen spezifisch für L1 um den Faktor 3,5 geringer war als für 8Q.
Durch die zweimalige subkutane Immunisierung mit AdL1p-infizierten dendritischen
Zellen, konnte die Initiation einer schwachen L1-spezifischen memory T-Zellantwort im
IFNγ-ELISPOT (175 ± 35,4; p = 0,8370) detektiert werden (Abb. 3.31 C), die jedoch nicht
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signifikant höher war als mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen. Ebenso war die spezi-
fische Lyse der EL4.A2.1+L1 Targetzellen beim 40:1 Verhältnis mit 2,5 % ± 4,1 % gering
und nicht signifikant (p = 0,2984). Dagegen konnte durch die zweimalige intramuskuläre
Immunisierung mit AdL1p-infizierten dendritischen Zellen eine signifikante L1-spezi-
fische memory T-Zellantwort im IFNγ-ELISPOT (450 ± 70,7; p = 0,0048) im Vergleich zu
AdE7-infizierten dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Allerdings konnte dieses
Ergebnis nicht durch den CTL-Assay bestätigt werden, da die L1-spezifische Lyse der
EL4.A2.1+L1 (40:1 Verhältnis: 1,7 % ± 1,5 %; p = 0,1679) nicht signifikant war. Das
Ergebnis des IFNγ-ELISPOTs mit AdL1p-infizierten dendritischen Zellen konnte aber
durch das Ergebnis der Gruppe bestätigt werden, die intramuskulär mit AdL1p-infizierten
Zellen und subkutan mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen immunisiert wurden. In
dieser Gruppe war die L1-spezifische memory T-Zellantwort im IFNγ-ELISPOT signifi-
kant höher (212 ± 17,7; p = 0,0292) als nach Immunisierung mit AdE7-infizierten
dendritischen Zellen. Die spezifische Lyse im CTL-Assay war auch hier nicht signifikant
(40:1 Verhältnis: 1,5 % ± 0,7 %; p = 0,3834).
Daß die Initiation einer L1-spezifischen memory T-Zellantwort nicht von der intramusku-
lären Immunisierung mit AdL1p-infizierten dendritischen Zellen abhing, zeigte die sub-
kutane Immunisierung mit AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen (Abb. 3.31 C). In
diesem Fall war die Anzahl der L1-spezifischen IFNγ-sekretierenden Zellen signifikant
höher (525 ± 141,4; p = 0,0263) als mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen jedoch nicht
im CTL-Assay (40:1 Verhältnis: 3 % ± 1,4 %; p = 0,1044).
Die Ergebnisse zur Untersuchung der L1-spezifischen memory T-Zellantwort zeigen, daß
durch die Immunisierung mit L1-exprimierenden dendritischen Zellen die Initiation einer
A2.1-restringierten Immunantwort gegen L1 im sensitiveren IFNγ-ELISPOT nachweisbar
war. Im Vergleich zu dem Peptid-Vakzin war die Stärke der T-Zellantwort jedoch deutlich
geringer, so daß dieser Ergebnis nicht allein auf die geringe Frequenz an A2.1-spezifischen
T-Zellen zurückgehen kann. Da bei der Immunisierung mit dem L1-Peptid keine Prozes-
sierung notwendig ist, könnte auch eine ineffiziente Prozessierung des A2.1-restringierten
CTL-Epitopes aus L1 bzw. L1/E7 durch das murine Proteasom die schwache Immunant-
wort nach der Immunisierung mit L1-exprimierenden dendritischen Zellen erklären. Auch
die möglicherweise bei einem in vivo exprimierten Antigen effizientere zelluläre in vitro
Restimulation (siehe 3.4.1), die nicht etabliert werden konnte (Abb. 3.26 A, B), kann als
Ursache nicht ausgeschlossen werden.
In vitro Restimulation:
Bei einer genaueren Betrachtung der Ergebnisse zur Untersuchung der HPV-16-spezi-
fischen memory T-Zellantwort fiel im Vergleich zu der direkt gemessenen Effektor-
T-Zellantwort (3.4.2.1) auf, daß in 7 von 8 durchgeführten Experimenten in den mit dem
Peptid-Vakzin-immunisierten Gruppen die Amplifikation der spezifischen T-Zellen
während der sechstägigen in vitro Restimulation effizienter erfolgte als nach Immunisie-
rung mit dendritischen Zellen. So war die induzierte E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort
im ex vivo IFNγ-ELISPOT nach Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen
in allen Experimenten vergleichbar (Abb. 3.28, dendritische Zellen infiziert mit einer MOI
von 125 für AdE7) bzw. besser (Abb. 3.29) als mit dem Peptid-Vakzin. Die anschließende
Untersuchung der E7-spezifischen memory T-Zellantwort im IFNγ-ELISPOT spiegelte
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jedoch unabhängig von der Restimulationsmethode (zellulär oder durch Zugabe des
Peptides) dieses Ergebnis des ex vivo IFNγ-ELISPOTs nicht wieder. Abgesehen von einer
Ausnahme (siehe Abb. 3.30 A, dendritische Zellen infiziert mit einer MOI von 250 für
AdE7) war die nachgewiesene memory T-Zellantwort in den Mäusen, die mit dem Peptid
immunisiert wurden, höher als mit dendritischen Zellen. Bei der Auswertung der ex vivo
IFNγ-ELISPOTs wurden bei Milzzellen, die aus Peptid-immunisierten Mäusen isoliert
wurden, in Abwesenheit des untersuchten CTL-Epitopes (exemplarisch in Abb. 3.37 D zu
sehen) nur wenige bis keine IFNγ-sekretierende Zellen detektiert. Wenn die Mäuse mit
dendritischen Zellen immunisiert wurden, nahm die Anzahl der unspezifisch
IFNγ-sekretierenden Zellen zu, wobei die Infektion mit adenoviralen Vektoren zu einer
weiteren Zunahme führte, unabhängig davon, ob die dendritischen Zellen das Antigen
exprimierten oder nicht (Abb. 3.37 A, D). Somit scheinen dendritische Zellen neben der
HPV-16-spezifischen Immunantwort auch eine eher unspezifische Immunantwort zu
induzieren, die z.B. auf FCS-spezifischen Epitopen beruhen könnte. Die unspezifische
Immunantwort könnte die HPV-16-spezifische Antigenstimulation während der in vitro
Restimulation reduzieren, da die Stimulatorzellen neben der HPV-16-spezifischen auch
durch die unspezifische Immunantwort lysiert werden. Die unterschiedliche
Restimulationseffizienz für das Peptid-Vakzin und dendritische Zellen könnte auf der
induzierten unspezifischen Immunantwort beruhen.
Die Ergebnisse zur Untersuchung der HPV-16-spezifischen memory T-Zellantwort haben
gezeigt, daß dendritische Zellen infiziert mit AdE7 eine H-2Db-restringierte memory
T-Zellantwort gegen E7 induzieren können. Wie die direkte Effektorantwort war auch die
memory T-Zellantwort von der verwendeten MOI von AdE7 für die Infektion der
dendritischen Zellen sowie von der Stabilität des exprimierten Antigens abhängig. Die
Initiation einer signifikanten E7-spezifischen memory T-Zellantwort restringiert durch
A2.1Kb konnte nicht nachgewiesen werden. Jedoch konnte nach zwei Immunisierungen
mit AdL1p- bzw. AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen eine signifikante
A2.1-restringierte memory T-Zellantwort spezifisch für L1 im IFNγ-ELISPOT nachge-
wiesen werden. Für die gleichzeitige Initiation einer E7- und L1-spezifischen memory
T-Zellantwort scheint die getrennte Infektion der dendritischen Zellen mit AdE7 und
AdL1p vorteilhaft. Auch nach zwei Immunisierungen mit AdL1p/E7-infizierten
dendritischen Zellen war die E7-spezifische T-Zellantwort noch schwächer als mit
AdE7-infizierten Zellen. Dieser Unterschied ist vermutlich auf die Stabiltätszunahme von
E7mut durch die Fusion mit L1 in AdL1p/E7 zurückzuführen.
Die Probleme mit dem Nachweis einer A2.1-restringierten memory T-Zellantwort könnten
auf die geringe Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen sowie auf eine ineffizientere
Prozessierung der A2.1-restringierten CTL-Epitope in der A2.1Kb-transgenen Maus
beruhen. Im Falle von E7 ist jedoch auch die in E7mut vorkommende Mutation des
A2.1-restringierten CTL-Epitops 597 zu berücksichtigen. Aber auch technische Probleme,
wie die durch die dendritischen Zellen induzierte unspezifische Immunantwort, die nicht
optimalen Restimulationsbedingungen und die nicht etablierte zelluläre Restimulation für
die A2.1-restringierten CTL-Epitope 597 und L1, könnten erklären, warum die
A2.1-spezifische Immunantwort nach Immunisierung mit genetisch modifizierten
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dendritischen Zellen nicht so eindeutig nachweisbar war wie für das H-2Db-restringierte
E7 CTL-Epitop.
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Abb. 3.31: HPV-16 E7- bzw. L1-spezifische memory T-Zellantwort nach Immunisierung mit den-
dritischen Zellen (DC). Die A2.1Kb-transgenen Mäuse (4/Gruppe) wurden, wie in Abb. 3.27 B
dargestellt, zweimal subkutan (sc) und/oder intramuskulär (im) mit 5x105 dendritischen
Zellen/Maus immunisiert, die aus Knochenmarkszellen mit GM-CSF und IL-4 generiert
wurden. Am Tag 4 nach der Isolation wurden die dendritischen Zellen mit AdE7 (MOI 250),
AdL1p (MOI 300) bzw. AdL1p/E7 (MOI 300) infiziert. Kontrollmäusen wurden subkutan mit
dem Peptid-Vakzin immunisiert. Zehn Tage nach der Immunisierung erfolgte die sechstägige
in vitro Restimulation der isolierten Milzzellen für das H-2Db-restringierte E7 CTL-Epitop
nach APC-Depletion mit EL4.E7 im Verhältnis Milzzellen zu EL4.E7 von 10:1 (A, B) bzw. für
das L1 CTL-Epitop ohne APC-Depletion durch Zugabe des Peptides (C). Die induzierte
HPV-16-spezifische memory T-Zellantwort wurde im IFNγ-ELISPOT und im CTL-Assay
bestimmt. Die Ergebnisse des CTL-Assays sind als Prozent spezifische Lyse dargestellt,
indem die Werte für die nicht E7-präsentierenden EL4.A2.1 Targetzellen von den Werten der
Targetzellen, die das CTL-Epitop präsentierten, subtrahiert wurden. Die spontane 51Cr-
Freisetzung der Targetzellen war < 10 %.
3.4.2.3 HPV-16 L1-spezifische Antikörperantwort
Für den Nachweis der Induktion einer L1-spezifischen Antikörperantwort durch die
Immunisierung mit HPV-16 L1- bzw. L1/E7-exprimierenden dendritischen Zellen, die zu
einem Schutz vor der Infektion bzw. Re-Infektion mit HPV-16 führt, wurden die
A2.1Kb-transgenen Mäuse nach dem Schema in Abb. 3.27 B immunisiert. Serum aus den
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immunisierten Mäuse wurde im HPV-16 L1-VLP ELISA auf die Anwesenheit
L1-spezifischer Antikörper untersucht.
Mit den adenoviralen Vektoren, die HPV-16 Sequenzen codieren, standen für die Infektion
der dendritischen Zellen zwei Wege zur Verfügung. Mit AdL1p/E7 stand ein Konstrukt zur
direkten Kombination eines therapeutischen E7-Ansatzes mit prophylaktischer L1-Kom-
ponente bereit. Aber auch die Koinfektion mit AdE7 und AdL1p war möglich. Beide Wege
zur genetischen Modifikation der dendritischen Zellen wurden durchgeführt und
miteinander verglichen. AdL1p wurde für die getrennte Infektion ausgewählt, da in diesem
Konstrukt noch die interne Zellkernlokalisationssequenz am C-Terminus von L1 enthalten
ist. Der Transport von L1 in den Zellkern ist für die effiziente Bildung von L1-VLPs und
somit für die Induktion einer effizienten neutralisierenden Antikörperantwort von
Bedeutung292.
Von Mercier et al.159 wurde gezeigt, daß durch die intramuskuläre Immunisierung mit
Adenovirus-infizierten dendritische Zellen neben einer spezifischen T-Zellantwort auch
eine spezifische Antikörperantwort induziert wird. Aus diesem Grund wurde zusätzlich zu
der subkutanen auch die intramuskuläre Immunisierungsroute untersucht. Um mögliche
Interferenzen der AdL1p-infizierten dendritischen Zellen mit der Initiation der E7-spezi-
fischen T-Zellantwort zu vermeiden, wurden die Mäuse der Gruppe für den Ansatz mit
zwei adenoviralen Konstrukten subkutan mit den AdE7-infizierten und intramuskulär mit
den AdL1p-infizierten dendritischen Zellen immunisiert. Ein weiterer Grund zur Modifi-
kation des Standardprotokolls (Abb. 3.27 A), das für die Initiation einer T-Zellantwort
optimiert war (persönl. Mitteilung von R. Tindle, SASVRC), beruhte auf dem Ergebnis
von Mercier et al.159, daß die Kinetik für die Initiation der Antikörperantwort durch
dendritische Zellen im Vergleich zu den anderen untersuchten Zellen zeitlich verzögert
war. Erst 20 bis 25 Tage nach der Immunisierung mit den Antigen-exprimierenden
dendritischen Zellen war die Antikörperantwort nachweisbar. Dieses verzögerte Kinetik
















Abb. 3.32: L1-spezifische Antikörperantwort nach Immunisierung mit dendritischen Zellen (DC). Die
A2.1Kb-transgenen Mäuse (4/Gruppe) wurden nach Abb. 3.27 B zweimal subkutan (sc) und/
oder intramuskulär (im) mit 5x105 dendritischen Zellen/Maus immunisiert, die aus Knochen-
markszellen mit GM-CSF und IL-4 generiert wurden. Am Tag 4 nach der Isolation wurden die
dendritischen Zellen mit AdE7 (MOI 250), AdL1p (MOI 300) bzw. AdL1p/E7 (MOI 300) infiziert.
35 Tage nach der ersten Immunisierung wurde Blut isoliert und das Serum im HPV-16 L1-
VLP ELISA untersucht. Als Kontrolle wurden Mäuse subkutan mit PBS (Mock) bzw. 10 µg
HPV-16 L1-VLP/Maus immunisiert und zwei Wochen nach der ersten Immunisierung erneut
immunisiert. Eine Woche nach der zweiten Immunisierung wurde Blut isoliert und das
Serum analysiert.
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Die Ergebnisse des HPV-16 L1-VLP ELISA (Abb. 3.32) zeigen, daß die Immunisierung
mit AdL1p- bzw. AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen nicht zur Induktion einer
L1-spezifischen Antikörperantwort in den Mäusen führte, die sich eindeutig von der mit
AdE7-infizierten dendritischen Zellen unterschied. Im Vergleich zu den mit PBS-immuni-
sierten Mäusen (Mock) wiesen alle Gruppen, die mit dendritischen Zellen immunisiert
wurden, eine etwas höhere unspezifische Bindung an die gebundenen HPV-16 L1-VLPs
(von M. Müller, DKFZ) auf. In den mit HPV-16 L1-VLP-immunisierten Mäusen konnte
eine eindeutige L1-spezifische Antikörperantwort nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis
mit den AdL1p- bzw. AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen war unerwartet, da die
Expression der HPV-16 L1-Sequenzen in den infizierten Zellen nachgewiesen worden war
(Abb. 3.18). Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, daß die Expression von L1 zu
gering ist, um die für die Induktion einer Antikörperantwort notwendige effiziente Bildung
und Sekretion von L1-VLPs zu ermöglichen. Im Vergleich zu β-Galaktosidase, dem
Modellantigen in Mercier et al.159, könnte dieses Ergebnis auch auf eine geringere Immu-
nogenität von L1 beruhen. Die Abhängigkeit von der Immunogenität des Antigens steht im
Einklang mit anderen Arbeiten, in denen keine signifikante Antikörperantwort gegen das in
den Adenovirus-infizierten dendritischen Zellen exprimierte Transgen nachgewiesen
werden konnte308.
Die bisherigen Ergebnisse zur Untersuchung der HPV-16-spezifischen Immunantwort von
A2.1Kb-transgenen Mäusen nach Immunisierung mit genetisch modifizierten dendritischen
Zellen haben gezeigt, daß eine H-2Db-restringierte E7 spezifische Effektor- und memory
T-Zellantwort mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen induziert werden konnte. Die
T-Zellantwort war von der verwendeten MOI für AdE7 und, wie der Vergleich mit
AdL1p/E7 zeigte, von der Stabilität des exprimierten Antigens abhängig. Zusätzlich zu der
geringen Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen in dem Mausmodell erschwerten
vermutlich auch die beobachtete Aktivierung einer HPV-16-unspezifischen Immunantwort
durch die dendritischen Zellen, die möglicherweise ineffizientere Prozessierung der
A2.1-restringierten CTL-Epitope durch das murine Proteasom sowie die Probleme mit der
zellulären in vitro Restimulation den Nachweis einer A2.1-restringierten T-Zellantwort.
Für die nicht nachweisbare 597-spezifische T-Zellantwort könnte aber auch die Mutation
in E7mut von Bedeutung gewesen sein. Trotz dieser Probleme konnte durch die Immuni-
sierung mit AdL1p- bzw. AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen die Initiation einer
signifikanten A2.1-restringierten memory T-Zellantwort gegen HPV-16 L1 im
IFNγ-ELISPOT nachgewiesen werden. Die Induktion einer L1-spezifischen Antikörper-
antwort durch die Immunisierung mit AdL1p- oder AdL1p/E7-infizierten dendritischen
Zellen konnte nicht beobachtet werden, obwohl die L1-Sequenzen exprimiert wurden.
Die Möglichkeit die Immunisierungseffizienz der dendritischen Zellen zur Initiation einer
H-2Db-restringierten T-Zellantwort gegen E7 durch den Transfer von kostimulatorischen
Molekülen wurde im nächsten Kapitel untersucht.
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3.5 Einfluß des Transfers von kostimulatorischen Molekülen
auf die HPV-16 E7-spezifische Immunantwort
In den folgenden Versuchen sollte der Einfluß kostimulatorischen Moleküle auf die durch
die Immunisierung mit dendritischen Zellen induzierte HPV-16 E7-spezifische T-Zellant-
wort untersucht werden. Die kostimulatorischen Moleküle gehören zu der TNF- bzw.
TNFR-Superfamilie und sind bei der Interaktion zwischen dendritischen Zellen und
T-Zellen (Abb. 1.4) und der daraus resultierenden Immunantwort von Bedeutung (siehe
1.4). Daher wurden ihr Einfluß auf die immunstimulatorische Eigenschaft von
dendritischen Zellen näher untersucht.
Die Ergebnisse der Immunisierungsversuche (3.4.2) haben gezeigt, daß die dendritischen
Zellen nach Infektion mit AdE7 eine direkte Effektor- und memory T-Zellantwort
spezifisch für das H-2Db-restringierte E7 CTL-Epitop in vivo induzierten. Durch die
Koinfektion der dendritischen Zellen mit AdE7 und den adenoviralen Vektoren für die
kostimulatorischen Moleküle wurde kontrolliert, ob der Effekt der kostimulatorischen
Moleküle auf die Differenzierung der dendritischen Zellen und der Expression von CD80
und CD86 (siehe 3.3.3), auch einen nachweisbaren in vivo Effekt auf die Initiation einer
HPV-16 E7-spezifischen Immunantwort hat. Da die H-2Db-restringierte T-Zellantwort in
dem verwendeten Mausmodell am stärksten war, wurde der Einfluß des Transfers der
kostimulatorischen Moleküle auf die Initiation einer H-2Db-restringierten E7-spezifischen
T-Zellantwort nach dem Schema in Abb. 3.27 A analysiert.
3.5.1 Effekt von 4-1BBL auf die Immunantwort
Durch 4-1BBL konnte in den infizierten dendritischen Zellen die Expression der kostimu-
latorischen Moleküle CD80 und CD86 sowie von MHC II erhöht werden (Abb. 3.22) und
damit der Differenzierungsgrad der dendritischen Zellen positiv beeinflußt werden. Um zu
untersuchen, ob der Effekt von 4-1BBL auf die dendritischen Zellen auch die
stimulatorische Fähigkeit der Zellen zur Initiation einer E7-spezifischen T-Zellantwort
beeinflußt, wurden dendritische Zellen mit Ad4-1BBL (MOI 100) und unterschiedlichen
MOIs für AdE7 koinfiziert. Durch die Kombination von Ad4-1BBL mit unterschiedlichen
MOIs von AdE7 sollte die Menge des exprimierten E7 in den dendritischen Zellen variiert
werden, da gezeigt wurde, daß das kostimulatorische 4-1BB/4-1BBL-Signal insbesondere
unter Antigen-limitierenden Bedingungen von Bedeutung ist211.
Die Analyse der direkten Effektor-T-Zellantwort durch den ex vivo IFNγ-ELISPOT
(Abb. 3.33 A) zeigte die bereits zuvor (siehe Abb. 3.28) beobachtete Abhängigkeit der
H-2Db-restringierten T-Zellantwort gegen E7 von der zur Infektion der dendritischen
Zellen verwendeten MOI von AdE7. Die Koinfektion der dendritischen Zellen mit AdE7
und Ad4-1BBL führte zu einer signifikanten Steigerung der direkten E7-spezifischen
Effektor-T-Zellantwort in den Gruppen, in denen für AdE7 nicht die MOI von 250
verwendet wurde. So nahm die Anzahl der IFNγ-sekretierenden Zellen/106 Milzzellen bei
einer MOI von 50 für AdE7 von 26,3 ± 8,8 auf 62,5 ± 3,5 (p = 0,0032) bzw. bei einer MOI
von 125 von 40,3 ± 2,8 auf 381 ± 4,2 (p < 0,0001) zu. Dagegen konnte bei einer MOI von
250 für AdE7 (237,5 ± 10,6) durch den Transfer von 4-1BBL (240 ± 14,1; p = 0,0613)
keine signifikante Veränderung beobachtet werden. Daß dieser Effekt auf der Expression
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von 4-1BBL und nicht auf die Koinfektion bzw. der Zunahme an adenoviralen Partikeln
zurückzuführen war, demonstrierte die E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort nach
Immunisierung mit dendritischen Zellen, die mit AdE7 (MOI 125) und Adegfp (MOI 600)
koinfiziert wurden. Die Immunisierung mit AdE7/Adegfp-koinfizierten dendritischen
Zellen führte nicht zu einer signifikant höheren E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort
(48 ± 0,0; p = 0,2029) im Vergleich zu AdE7-infizierten dendritischen Zellen.
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Abb. 3.33: Einfluß der Expression von 4-1BBL auf die durch dendritische Zellen (DC) induzierte
HPV-16 E7-spezifische T-Zellantwort. Die A2.1Kb-transgenen Mäuse (4/Gruppe) wurden nach
Abb. 3.27 A subkutan mit 5x105 dendritischen Zellen/Maus immunisiert, die aus Knochen-
markszellen mit GM-CSF und IL-4 generiert wurden. Die Zellen wurden am Tag 4 mit den
angegebenen adenoviralen Vektoren und der jeweiligen MOI infiziert. Für Ad4-1BBL wurde
immer eine MOI von 100 eingesetzt. Zehn Tage nach der Immunisierung wurden die Milzzel-
len isoliert und die E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort im ex vivo IFNγ-ELISPOT bestimmt
(A) bzw. die Milzzellen nach APC-Depletion mit EL4.E7 im Verhältnis Milzzellen zu EL4.E7
von 10:1 für sechs Tage in vitro restimuliert. Die induzierte E7-spezifische memory  T-Zell-
antwort wurde im IFNγ-ELISPOT (B) und im CTL-Assay (C) bestimmt. Die Ergebnisse des
CTL-Assays sind als Prozent spezifische Lyse dargestellt, indem die Werte für die nicht E7-
präsentierenden EL4.A2.1 Targetzellen von dem Wert der 8Q-beladenen EL4.A2.1 Target-
zellen subtrahiert wurde. Die spontane 51Cr-Freisetzung der Targetzellen war < 10 %.
Die Ergebnisse der Effektor-T-Zellantwort wurden durch die Ergebnisse der E7-spezi-
fischen memory T-Zellantwort im IFNγ-ELISPOTs (Abb. 3.33 B) und CTL-Assays
(Abb. 3.33 C) bestätigt. Durch die Expression von 4-1BBL in den dendritischen Zellen
konnte bei einer MOI von 50 für AdE7 eine Zunahme der Anzahl an IFNγ-sekretierenden
Zellen/106 Milzzellen spezifisch für das H-2Db-restringierte E7 CTL-Epitop von 475 ±
388,9 auf 1350 ± 42,5 im IFNγ-ELISPOT bzw. im CTL-Assay eine signifikante Erhöhung
der spezifischen Lyse der EL4.A2.1+8Q beim 40:1 Verhältnis von 1,1 % ± 1,3 % auf
7,3 % ± 0,9 % (p = 0,0219) nachgewiesen werden. Auch bei einer MOI von 125 für AdE7
war die E7-spezifische memory T-Zellantwort durch den Transfer von 4-1BBL signifikant
höher (IFNγ-ELISPOT: 3750 ± 70,7; p = 0,0002 bzw. CTL-Assay: 22,1 % ± 1,5 %;
p = 0,0014) als nach der Koinfektion der dendritischen Zellen mit Adegfp
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(IFNγ-ELISPOT: 875 ± 176,8 bzw. CTL-Assay: 4,0 % ± 0,9 %). Dieser Vergleich mit
Adegfp-koinfizierten dendritischen Zellen zeigte, daß die Zunahme der adenoviralen
Partikel durch die Koinfektion zwar zu einer leichten Erhöhung der durch die dendritischen
Zellen induzierten E7-spezifischen memory T-Zellantwort führte, die allerdings mit
Ad4-1BBL signifikant höher war. Bei einer MOI von 250 für AdE7 konnte kein
signifikanter Effekt von 4-1BBL im IFNγ-ELISPOT festgestellt werden (1300 ± 424,3 zu
1100 ± 495 mit Ad4-1BBL; p = 0,4689). Im CTL-Assay wurde dagegen eine signifikante
Abnahme der spezifischen Lyse der EL4.A2.1+8Q von 24,5 % ± 3,2 % auf 15,8 % ± 0,3 %
(p = 0,0194) durch die Koinfektion mit Ad4-1BBL nachgewiesen. Ob es sich hierbei um
einen inhibitorischen Effekt von 4-1BBL auf die Zytotoxizität handelt, ist unklar. Da
dieses Ergebnis nicht durch den parallel durchgeführten IFNγ-ELISPOT bestätigt wurde
und ein solcher Effekt von 4-1BBL nicht in der Literatur beschrieben ist, scheint dieses
überraschende Ergebnis des CTL-Assays eher auf experimentelle Schwankungen zu
beruhen.
Die in Abb. 3.33 dargestellten Ergebnisse zeigen, daß die durch den Transfer von 4-1BBL
gezeigte Erhöhung der Expression von MHC II, CD80 und CD86 (Abb. 3.22) auch die
immunstimulatorische Kapazität der dendritischen Zellen zur Initiation einer T-Zellantwort
verbessert. Die Expression von 4-1BBL führte zu einer Steigerung der Immunisierungs-
effizienz von dendritischen Zellen, wenn die Menge des exprimierten Antigens suboptimal
für die Initiation einer T-Zellantwort war. Dagegen hatte 4-1BBL unter optimalen
Bedingungen für die Initiation einer E7-spezifischen T-Zellantwort (MOI 250 für AdE7)
keinen Effekt auf immunstimulatorische Fähigkeit der dendritischen Zellen. Diese
Abhängigkeit von 4-1BBL von der Menge des Antigens wird durch Tan et al.211 bestätigt.
Die Zunahme der HPV-16 E7-spezifischen T-Zellantwort durch die Expression von
4-1BBL könnte auf die Erhöhung des Expressionsniveaus von CD80 und CD86 sowie der
allgemeinen Verbesserung des Differenzierungszustands der dendritischen Zellen beruhen.
3.5.2 Effekt der kostimulatorischen Moleküle CD40, CD40L, RANK und
RANKL
Die Ergebnisse mit 4-1BBL haben gezeigt, daß besonders unter Antigen-limitierenden
Bedingungen ein positiver Effekt auf die durch die dendritischen Zellen induzierte
E7-spezifische T-Zellantwort zu beobachten war (siehe Abb. 3.33). Daher wurde für die in
vivo Versuche zur Analyse von CD40, CD40L, RANK und RANKL AdE7 mit einer MOI
von 125 zur Infektion der dendritischen Zellen verwendet.
Durch die Expression des TNF/TNFR-Paares RANK/RANKL in dendritischen Zellen
konnte eine deutliche Zunahme des Expressionsniveaus für CD80, CD86 und MHC II
gezeigt werden (Abb. 3.22). Für CD40/CD40L konnte auch eine Erhöhung der Expression
von CD80 und CD80 beobachtet werden, jedoch nicht für MHC II. Ob dieser
Modifikationen der dendritischen Zellen auch einen Effekt auf die stimulatorische Eigen-
schaft der dendritischen Zellen besitzt, wurde durch die Initiation einer E7-spezifischen
T-Zellantwort restringiert durch H-2Db in vivo analysiert. Da der gleichzeitige Transfer
von Rezeptor und Ligand zu einer stärkeren Aktivierung der dendritischen Zellen führte
verglichen mit Ligand oder Rezeptor alleine (vergleiche Abb. 3.22 und Abb. 3.23), wurde
zuerst der Einfluß des Transfers von Rezeptor und Ligand zusammen untersucht, um die
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optimale Differenzierung der dendritischen Zellen sicherzustellen. Anschließend wurden
die beiden TNF/TNFR-Paare kombiniert oder die endogen in T-Zellen exprimierten
(AdCD40L+AdRANKL) bzw. in dendritischen Zellen exprimierten kostimulatorischen
Moleküle (AdCD40+AdRANK) zusammengefaßt.
Die Kombination von AdE7 (MOI 125) mit den rekombinanten Adenoviren AdCD40 und
AdCD40L (jeweils MOI 100) zur Koinfektion der dendritischen Zellen zeigte keinen
Effekt auf die immunstimulatorische Eigenschaft der dendritischen Zellen. Für die direkte
H-2Db-restringierte E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort (Abb. 3.34 A) konnte mit 82 ±
8,5 (p = 0,8700) IFNγ-sekretierenden Zellen/106 Milzzellen keine signifikante Verände-
rung im Vergleich zu AdE7-infizierten dendritischen Zellen (84 ± 28,3) feststellt werden.
Ebenso konnte für die E7-spezifische memory T-Zellantwort im IFNγ-ELISPOT
(Abb. 3.34 B) mit 200 ± 212,1 (p = 0,7702) IFNγ-sekretierenden Zellen/106 Milzzellen
bzw. im CTL-Assay mit einer spezifischen Lyse der EL4.A2.1+8Q von 0,0 % ± 2,0 %
(p = 0,1898) für das 40:1 Verhältnis keine signifikante Veränderung gegenüber
AdE7-infizierten dendritischen Zellen (IFNγ-ELISPOT: 100 ± 282,8 bzw. CTL-Assay:
3,2 % ± 1,3 %) nachgewiesen werden. Daß der Transfer von CD40/CD40L zu keinem
Effekt auf die Initiation einer E7-spezifischen T-Zellantwort durch die dendritischen Zellen
führte, war unerwartet, da die Transgen-Expression nach Infektion mit AdCD40 und
AdCD40L gezeigt wurde (Abb. 3.14), die Mutationen in den DNA-Sequenzen für CD40
(3.2.1.1) und CD40L (3.2.1.2) beschrieben sind und nach dem Transfer von CD40 und
CD40L in dendritischen Zellen ein Effekt auf die Expression von CD80 und CD86
nachweisbar war (Abb. 3.22). Die in vivo Ergebnisse für CD40/CD40L könnten auf den im
Vergleich zu 4-1BBL bzw. RANK/RANKL geringsten Effekt auf die Expression von
MHC II, CD80 und CD86 (siehe Abb. 3.22) zurückgehen. Von Fernando et al.309 wurde
gezeigt, daß die Induktion einer H-2Db-restringierten E7-spezifischen T-Zellantwort
unabhängig von CD4+-T-Zellen ist. Da CD40L in CD4+-T-Zellen exprimiert wird124,
könnten die in vivo Ergebnisse mit CD40/CD40L auch auf das HPV-16 E7-Antigen
zurückzuführen sein,
Im Gegensatz zu CD40/CD40L führte die Koexpression von RANK und RANKL zu einer
signifikanten Erhöhung der Immunisierungseffizienz der dendritischen Zellen. Die Anzahl
der E7-spezifischen IFNγ-sekretierenden Zellen/106 Milzzellen im ex vivo IFNγ-ELISPOT
(Abb. 3.34 A) nahm von 84 ± 28,3 (AdE7-infizierten dendritischen Zellen) auf 190 ± 31,3
(p = 0,0029) zu. Diese Steigerung der Effektor-T-Zellantwort war auf den Transfer von
RANK/RANKL zurückzuführen, da die Anzahl der IFNγ-sekretierenden Zellen spezifisch
für E7 auch signifikant höher war (p = 0,0103) als nach Immunisierung mit AdE7/Adegfp-
(MOI 600) koinfizierten dendritischen Zellen (94 ± 25,5). Die Ergebnisse zur
Untersuchung der E7-spezifischen memory T-Zellantwort bestätigten die Daten des ex vivo
IFNγ-ELISPOT. Im E7-spezifischen IFNγ-ELISPOT (Abb. 3.34 B) konnte durch RANK/
RANKL eine signifikante Erhöhung der spezifisch für E7 IFNγ-sekretierenden Zellen von
100 ± 282,8 (AdE7-infizierte dendritische Zellen) bzw. 875 ± 176,8 (AdE7/Adegfp-koinfi-
zierte dendritische Zellen) auf 1675 ± 35,4 (p = 0,0002 bzw. p = 0,0014) nachgewiesen
werden. Die spezifische Lyse der 8Q-beladenen EL4.A2.1 betrug für das 40:1 Verhältnis
18,8 % ± 3,0 % (p = 0,0009 bzw. p = 0,0021) und war signifikant höher als mit
AdE7-infizierten (3,2 % ± 1,3 %) bzw. AdE7/Adegfp-koinfizierten dendritischen Zellen
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(4,0 % ± 0,9 %). Der Vergleich mit der induzierten E7-spezifischen memory T-Zellantwort
von dendritischen Zellen, die mit AdE7 und Adegfp koinfiziert wurden, zeigte, daß die
Verbesserung der stimulatorischen Eigenschaft der dendritischen Zellen nicht auf der
Zunahme an Adenoviruspartikeln beruhte, sondern auf der Koexpression von RANK und
RANKL.
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Abb. 3.34: Effekt des Transfers von CD40, CD40L, RANK und RANKL auf die durch dendritische Zellen
(DC) induzierte HPV-16 E7-spezifische T-Zellantwort. Die A2.1Kb-transgenen Mäuse
(4/Gruppe) wurden, wie in Abb. 3.27 A dargestellt, subkutan mit 5x105 dendritischen Zellen/
Maus immunisiert, die aus Knochenmarkszellen mit GM-CSF und IL-4 generiert wurden. Die
Zellen wurden am Tag 4 mit den angegebenen adenoviralen Vektoren und der jeweiligen MOI
infiziert. Für die kostimulatorischen Vektoren wurde jeweils eine MOI von 100 verwendet.
Zehn Tage nach der Immunisierung wurden die Milzzellen isoliert und die E7-spezifische
Effektor-T-Zellantwort im ex vivo IFNγ-ELISPOT bestimmt (A) bzw. die Milzzellen nach APC-
Depletion mit EL4.E7 im Verhältnis Milzzellen zu EL4.E7 von 10:1 für sechs Tage in vitro re-
stimuliert. Die induzierte E7-spezifische memory T-Zellantwort wurde im IFNγ-ELISPOT (B)
und im CTL-Assay (C) bestimmt. Die Ergebnisse des CTL-Assays sind als Prozent spezi-
fische Lyse dargestellt, indem die Werte für die nicht E7-präsentierenden EL4.A2.1 Target-
zellen von dem Wert der 8Q-beladenen EL4.A2.1 Targetzellen subtrahiert wurde. Die
spontane 51Cr-Freisetzung der Targetzellen war < 10 %.
Die Koinfektion der dendritischen Zellen mit AdCD40, AdCD40L, AdRANK und
AdRANKL hatte auf die Expression von CD80 und CD86 einen vergleichbaren Effekt wie
RANK und RANKL, jedoch war die Zunahme von MHC II geringer (Abb. 3.22 und
Abb. 3.23). Dieses Ergebnis wurde durch die Kombination von AdCD40, AdCD40L,
AdRANK und AdRANKL (jeweils MOI 100) mit AdE7 (MOI 125) zur Koinfektion der
dendritischen Zellen durch die in vivo Experimente bestätigt. So war die H-2Db-restrin-
gierte Effektor-T-Zellantwort gegen E7 im ex vivo IFNγ-ELISPOT (Abb. 3.34 A) mit 170
± 31,1 (p = 0,0096 bzw. p = 0,0192) IFNγ-sekretierenden Zellen signifikant höher als mit
AdE7-infizierten bzw. AdE7/Adegfp-koinfizierten dendritischen Zellen, und nur etwas
schwächer als durch den Transfer von RANK/RANKL. Für die E7-spezifische memory
T-Zellantwort war das Ergebnis identisch. Mit 1300 ± 141,1 (p = 0,0005 bzw. p = 0,0075)
war die Anzahl der IFNγ-sekretierenden Zellen im IFNγ-ELISPOT (Abb. 3.34 B) und mit
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10,0 % ± 1,0 % (p = 0,0036 bzw. p = 0,0015) spezifische Zytotoxizität signifikant höher
als mit AdE7-infizierten bzw. AdE7/Adegfp-koinfizierten dendritischen Zellen aber
geringer als mit RANK/RANKL. Die geringere Erhöhung des stimulatorischen Potentials
der dendritischen Zellen durch die Koexpression von CD40, CD40L, RANK und RANKL
im Vergleich zu RANK/RANKL könnte auf eine geringere Differenzierung der
dendritischen Zellen durch z.B. die größere Menge an Adenoviruspartikeln zurückgehen
(siehe MHC II in Abb. 3.22 und Abb. 3.23). Aber auch ein inhibierender Effekt von CD40
und CD40L kann nicht ausgeschlossen werden.
Um zu untersuchen, ob Liganden oder Rezeptoren für diesen in vivo Effekt verantwortlich
sind, wurden die Rezeptor/Ligandenpaare CD40/CD40L und RANK/RANKL bezüglich
ihrer natürlichen Expression (T-Zellen oder dendritische Zellen), wie bei der FACS-
Analyse (Abb. 3.23), gegliedert, mit AdE7 (MOI 125) zur Koinfektion der dendritischen
Zellen kombiniert und die Initiation einer E7-spezifischen T-Zellantwort analysiert.
Die Untersuchung der H-2Db-restringierten Effektor-T-Zellantwort gegen E7 durch den
ex vivo IFNγ-ELISPOT (Abb. 3.35 A) zeigte, daß sowohl die Koexpression der endogen in
T-Zellen exprimierten CD40L und RANKL als auch der endogen in dendritischen Zellen
exprimierten CD40 und RANK zu einer signifikanten Erhöhung der durch die
dendritischen Zellen induzierten Effektor-T-Zellantwort gegen E7 führten. So nahm die
Anzahl der IFNγ-sekretierenden Zellen/106 Milzzellen von 29 ± 4,2 für AdE7-infizierte
dendritische Zellen durch den Transfer von CD40L und RANKL auf 61 ± 1,4 (p = 0,0486)
bzw. für CD40 und RANK auf 92 ± 14,1 (p < 0,0036) zu. Im Vergleich zu der
Koexpression von RANK/RANKL mit 145 ± 4,3 spezifisch für E7 IFNγ-sekretierenden
Zellen war die Erhöhung der Effektor-T-Zellantwort durch die Liganden bzw. Rezeptoren
geringer. Die in vivo Ergebnisse der Effektor-T-Zellantwort bestätigten den Effekt von
CD40 und RANK bzw. CD40L und RANKL auf den Differenzierungsgrad der
dendritischen Zellen und der Expression von CD80 und CD86 (siehe Abb. 3.23), der
geringer war als mit RANK und RANKL (siehe Abb. 3.22).
Die E7-spezifische memory T-Zellantwort war durch die Koexpression von CD40L und
RANKL bzw. CD40 und RANK ebenfalls signifikant höher als mit AdE7-infizierten
dendritischen Zellen. Die Anzahl der IFNγ-sekretierenden Zellen im IFNγ-ELISPOT
(Abb. 3.35 B) erhöhte sich von 830 ± 155,6 auf 2612,5 ± 583,4 (p = 0,0025) für CD40L/
RANKL bzw. auf 2400 ± 424,3 (p = 0,0017) für CD40/RANK. Auch die spezifische Lyse
der EL4.A2.1+8Q im CTL-Assay (Abb. 3.35 C) erhöhte sich beim 40:1 Verhältnis
signifikant von 7,4 % ± 1,4 % auf 18,7 % ± 1,7 % (p = 0,0036) für CD40L/RANKL bzw.
auf 16,6 % ± 2,9 % (p = 0,0023) für CD40/RANK. Im Gegensatz zur Effektor-
T-Zellantwort konnte für die E7-spezifische memory T-Zellantwort kein Unterschied
zwischen der Koexpression der Liganden bzw. Rezeptoren im Vergleich zu RANK/
RANKL nachgewiesen werden (IFNγ-ELISPOT: 2700 ± 106,1; CTL-Assay: 18,8 % ±
3,0 %). Da durch die dendritischen Zellen die Aktivierung einer HPV-16-unspezifischen
Immunantwort nachweisbar war (siehe Abb. 3.37), die für RANK/RANKL proportional
zur Erhöhung der E7-spezifischen Effektor-T-Zellantwort zunahm, können ineffizientere
Restimulationsbedingungen (siehe 3.4.2.2) für den Transfer von RANK/RANKL im
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Vergleich zu CD40/RANK bzw. CD40L/RANKL als Ursache nicht ausgeschlossen
werden.
Die Steigerung der Immunisierungseffizienz von dendritischen Zellen durch den Transfer
der Rezeptoren bzw. Liganden könnte, insbesondere für CD40L/RANKL, auf der durch
den Transfer gezeigten Zunahme der Expression von MHC II, CD80 und CD86 beruhen
(Abb. 3.23). Dies könnte auch für die endogen in dendritischen Zellen exprimierten CD40
und RANK gelten. Jedoch war der Effekt von CD40/RANK auf die Expression von MHC
II, CD80 und CD86 in den dendritischen Zellen geringer als für CD40L/RANKL
(Abb. 3.23). Daher könnte der Einfluß von CD40/RANK auf die stimulatorische Eigen-
schaft der dendritischen Zellen auch auf einem anderen Mechanismus beruhen. So könnte
z.B. durch den Transfer von CD40 und RANK die Expressionsintensität dieser endogen in
dendritischen Zellen exprimierten TNFR erhöht werden. In der Maus könnte dies die Effi-
zienz der dendritischen Zellen zur Interaktion mit den Liganden-exprimierenden T-Zellen
verbessern, wodurch das stimulatorische Potential der Zellen verbessert werden würde.
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Abb. 3.35: Einfluß der in T-Zellen exprimierten kostimulatorischen Moleküle CD40L und RANKL bzw.
der endogen in dendritischen Zellen (DC) exprimierten kostimulatorischen Moleküle CD40
und RANK auf die T-Zellantwort gegen HPV-16 E7 nach Immunisierung mit dendritischen
Zellen. Die A2.1Kb-transgenen Mäuse (4/Gruppe) wurden nach Abb. 3.27 A subkutan mit
5x105 dendritischen Zellen/Maus immunisiert, die aus Knochenmarkszellen mit GM-CSF und
IL-4 generiert wurden. Die Zellen wurden am Tag 4 mit den angegebenen adenoviralen
Vektoren und der jeweiligen MOI infiziert. Für die kostimulatorischen Vektoren wurde jeweils
eine MOI von 100 verwendet. Zehn Tage nach der Immunisierung wurden die Milzzellen iso-
liert und die E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort im ex vivo IFNγ-ELISPOT bestimmt (A)
bzw. die Milzzellen nach APC-Depletion mit EL4.E7 im Verhältnis Milzzellen zu EL4.E7 von
10:1 für sechs Tage in vitro restimuliert. Die induzierte E7-spezifische memory T-Zellantwort
wurde im IFNγ-ELISPOT (B) und im CTL-Assay (C) bestimmt. Die Ergebnisse des CTL-
Assays sind als Prozent spezifische Lyse dargestellt, indem die Werte für die nicht E7-prä-
sentierenden EL4.A2.1 Targetzellen von dem Wert der 8Q-beladenen EL4.A2.1 Targetzellen
subtrahiert wurde. Die spontane 51Cr-Freisetzung der Targetzellen war < 10 %.
Aufgrund der Ergebnisse des Transfers von CD40 und CD40L auf die Initiation einer
T-Zellantwort (Abb. 3.34) ist zu vermuten, daß der positive Effekt der Koexpression der
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Liganden bzw. Rezeptoren überwiegend auf der Funktion von RANKL bzw. RANK beruht
und nicht auf CD40L bzw. CD40.
Zusammenfassend haben die Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses der kostimu-
latorischen Moleküle CD40, CD40L, RANK und RANKL auf die Initiation einer
E7-spezifischen T-Zellantwort in Abb. 3.34 und Abb. 3.35 gezeigt, daß die durch die
Expression gezeigte Erhöhung der Expression von MHC II, CD80 und CD86 (Abb. 3.22)
auch das stimulatorische Potential der dendritischen Zellen zur Initiation einer
T-Zellantwort verbessern. Durch die Koexpression von RANK und RANKL bzw. der
Liganden oder Rezeptoren konnte unter Antigen-limitierenden Bedingungen eine
signifikante Verbesserung der durch die dendritischen Zellen in vivo induzierten
E7-spezifischen T-Zellantwort nachgewiesen werden. Diese Zunahme könnte für RANK/
RANKL und den Liganden auf die Erhöhung des Expressionsniveaus von CD80 und CD86
sowie die allgemeine Verbesserung des Differenzierungszustands der dendritischen Zellen
zurückgehen (siehe Abb. 3.22 und Abb. 3.23). Da der Einfluß des Transfers der
Rezeptoren auf die Expression von MHC II, CD80 und CD86 geringer war (Abb. 3.23) als
mit den Liganden bzw. RANK und RANKL, ist zu vermuten, daß auch durch die
Erhöhung der Expressionsintensität der endogen in dendritischen Zellen exprimierten
TNFR-Moleküle die Immunisierungseffizienz verbessert werden kann, indem z.B. die
Interaktion von dendritischen Zellen mit T-Zellen in vivo effizienter erfolgt.
Trotz des gezeigten Einflusses des Transfers von CD40 und CD40L auf die Expression
von CD80 und CD86 in dendritischen Zellen (Abb. 3.22) konnte kein Effekt auf die
Initiation einer E7-spezifischen T-Zellantwort durch die dendritischen Zellen nachge-
wiesen werden (Abb. 3.34). Dies könnte darauf beruhen, daß mit CD40/CD40L der
geringste Effekt auf die Expression von MHC II, CD80 und CD86 beobachtet wurde
und/oder daß die Induktion einer H-2Db-restringierten E7-spezifischen T-Zellantwort
unabhängig von CD4+-T-Zellen ist309.
3.5.3 Synergistischer Effekt der kostimulatorischen Moleküle 4-1BBL,
RANK und RANKL
Der Transfer von 4-1BBL führte nur zur Initiation einer effizienteren E7-spezifische
T-Zellantwort durch die dendritischen Zellen, wenn die Menge des exprimierten Antigens
suboptimal war (Abb. 3.33). Ebenso führte die Expression von RANK und RANKL zu
einer Steigerung der durch die dendritischen Zellen induzierten E7-spezifischen
T-Zellantwort (Abb. 3.34). Wie für 4-1BBL wurde der Effekt von RANK/RANKL auf die
immunstimulatorische Eigenschaft der dendritischen Zellen unter Antigen-limitierenden
Bedingungen nachgewiesen. Die Charakterisierung der dendritischen Zellen im FACS hat
gezeigt, daß die Koexpression der drei kostimulatorischen Moleküle RANK, RANKL und
4-1BBL zusammen die stärkste Zunahme des Expressionsniveaus von MHC II, CD80 und
CD86 in den dendritischen Zellen induzierte (Abb. 3.23). Daher wurde untersucht, ob die
Kombination von 4-1BBL mit RANK und RANKL bei der optimalen MOI von 250 für
AdE7 die durch die dendritischen Zellen induzierte E7-spezifische T-Zellantwort verstärkt.
Die Ergebnisse des ex vivo IFNγ-ELISPOTs zur Bestimmung der direkten H-2Db-restrin-
gierten E7-spezifischen Effektor-T-Zellantwort sind in Abb. 3.36 A dargestellt. Die Koin-
fektion der dendritischen Zellen mit AdE7 (MOI 250) und Ad4-1BBL (MOI 100) bzw.
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AdRANK und AdRANKL (jeweils MOI 100) führte zu keiner signifikanten Veränderung
der spezifisch für E7 IFNγ-sekretierenden Zellen mit 240 ± 14,1 (p = 0,0725) bzw. 302 ±
3,5 (p = 0,7783) im Vergleich zu AdE7-infizierte dendritische Zellen (237 ± 10,6).
Dagegen war die Anzahl der IFNγ-sekretierenden Zellen nach Immunisierung mit
dendritischen Zellen, die mit AdE7, AdRANK, AdRANKL und Ad4-1BBL koinfiziert
wurden, mit 495 ± 14,1 (p = 0,0081) signifikant höher als mit AdE7-infizierten
dendritischen Zellen.
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Abb. 3.36: Verstärkung der HPV-16 E7-spezifischen T-Zellantwort durch Koexpression von RANK,
RANKL und 4-1BBL in dendritischen Zellen (DC). Die A2.1Kb-transgenen Mäuse (4/Gruppe)
wurden nach Abb. 3.27 A subkutan mit 5x105 dendritischen Zellen/Maus immunisiert, die
aus Knochenmarkszellen mit GM-CSF und IL-4 generiert wurden. Die Zellen wurden am Tag
4 mit den angegebenen adenoviralen Vektoren und der jeweiligen MOI infiziert. Für AdRANK,
AdRANKL bzw. Ad4-1BBL wurde jeweils eine MOI von 100 verwendet. Zehn Tage nach der
Immunisierung wurden die Milzzellen isoliert und die E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort
im ex vivo IFNγ-ELISPOT bestimmt (A) bzw. die Milzzellen nach APC-Depletion mit EL4.E7 im
Verhältnis Milzzellen zu EL4.E7 von 10:1 für sechs Tage in vitro restimuliert. Die induzierte
E7-spezifische memory T-Zellantwort wurde im IFNγ-ELISPOT (B) und im CTL-Assay (C)
bestimmt. Die Ergebnisse des CTL-Assays sind als Prozent spezifische Lyse dargestellt,
indem die Werte für die nicht E7-präsentierenden EL4.A2.1 Targetzellen von dem Wert der
8Q-beladenen EL4.A2.1 Targetzellen subtrahiert wurde. Die spontane 51Cr-Freisetzung der
Targetzellen war < 10 %.
Die Ergebnisse zur Untersuchung der E7-spezifischen memory T-Zellantwort im
IFNγ-ELISPOT Abb. 3.36 B) und im CTL-Assays (Abb. 3.36 C) bestätigten die Resultate
des ex vivo IFNγ-ELISPOTs. Durch die Koinfektion der dendritischen Zellen mit AdE7,
AdRANK, AdRANKL und Ad4-1BBL konnte im IFNγ-ELISPOT eine signifikante
Erhöhung der Anzahl IFNγ-sekretierender Zellen von 1300 ± 424,3 auf 4075 ± 247,5
(p = 0,4689) bzw. der spezifischen Lyse der EL4.A2.1+8Q von 25,5 % ± 3,2 % auf 34,0 %
± 1,1 % (p = 0,0200) für das 40:1 Verhältnis im CTL-Assay im Vergleich zu
AdE7-infizierten dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Dagegen führte der Transfer
von RANK und RANKL zu keiner signifikanten Veränderung der durch die dendritischen
Zellen induzierten E7-spezifischen memory T-Zellantwort (IFNγ-ELISPOT: 1550 ± 777,8;
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p = 0,7415 bzw. CTL-Assay: 24,4 % ± 1,0 %; p = 0,9556) im Vergleich zu AdE7-infi-
zierten dendritischen Zellen. Im IFNγ-ELISPOT konnte durch den Transfer von 4-1BBL
mit 1100 ± 495 (p = 0,4689) keine signifikante Veränderung der Anzahl an IFNγ-sekre-
tierender Zellen im Vergleich zu AdE7-infizierten dendritischen Zellen beobachtet werden.
Im CTL-Assay wurde dagegen mit 15,8 % ± 0,3 % (p = 0,0194) eine signifikante
Abnahme der spezifischen Zytotoxizität durch die Koinfektion mit Ad4-1BBL beobachtet.
Da dieses Ergebnis nicht im parallel durchgeführten IFNγ-ELISPOT bestätigt wurde und in
der Literatur nicht beschrieben ist, ist zu vermuten, daß es sich hierbei eher um
experimentelle Schwankungen handelt als um einen inhibitorischen Effekt von 4-1BBL auf
die Zytotoxizität.
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Abb. 3.37: Effekt von 4-1BBL auf die Spezifität der Immunantwort im ex vivo IFNγ-ELISPOT. Die
dendritischen Zellen (DC) wurden nach dem Schema aus Abb. 3.27 A aus dem Knochenmark
von A2.1Kb-transgenen Mäusen mit GM-CSF und IL-4 generiert. Die Zellen wurden am Tag 4
mit den angegebenen adenoviralen Vektoren und der jeweiligen MOI infiziert. Für die Infek-
tion mit Ad4-1BBL, AdRANK bzw. AdRANKL wurde jeweils eine MOI von 100 verwendet. Als
Kontrollgruppen dienten Mäuse, die mit Mock-infizierten dendritischen Zellen bzw. dem
Peptid-Vakzin immunisiert wurden. Zehn Tage nach der Immunisierung wurden die Milz-
zellen isoliert und die E7-spezifische Effektor-T-Zellantwort im ex vivo IFNγ-ELISPOT unter-
sucht. Dabei zeigte sich, daß die Immunisierung mit dendritischen Zellen zur gleichzeitigen
Aktivierung einer unspezifischen Immunantwort führte (D). Durch den Transfer von 4-1BBL
konnte die Spezifität der induzierten Immunantwort gegen E7 gesteigert werden (A, C)
jedoch nicht durch die Koexpression von RANK und RANKL (B).
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Die Daten zur Untersuchung des Einflusses von 4-1BBL, RANK und RANKL auf die
Immunisierungseffizienz von dendritischen Zellen unter optimalen Bedingungen für das
exprimierte Antigen haben gezeigt, daß diese drei kostimulatorischen Moleküle zusammen
zur Initiation einer effizienteren T-Zellantwort durch die dendritischen Zellen führte.
Dagegen führte die Koinfektion der dendritischen Zellen mit AdE7 und Ad4-1BBL bzw.
AdE7, AdRANK und AdRANKL nicht zu einer Verbesserung der stimulatorischen
Eigenschaft der dendritischen Zellen unter diesen Bedingungen. Diese weitere Verbes-
serung der stimulatorischen Eigenschaft der dendritischen Zellen durch RANK, RANKL
und 4-1BBL könnte auf die gezeigte Zunahme der Expression von MHC II, CD80 und
CD86 (Abb. 3.23) zurückzuführen sein, da der gleichzeitige Transfer von RANK, RANKL
und 4-1BBL zu der stärksten Expressionszunahme führte. Neben der Expressionszunahme
von MHC II, CD80 und CD86 könnten aber auch andere Mechanismen als Ursache für die
Verbesserung der stimulatorischen Eigenschaft der dendritischen Zellen nicht ausge-
schlossen werden. Da diese Mitglieder der TNF- und TNFR-Superfamilie zur Aktivierung
von NFκ-B führen (siehe 1.4), könnte der Effekt von RANK, RANKL und 4-1BBL auch
auf eine anti-apoptotische Wirkung sowie der Produktion von Zytokinen zurückgehen.
Die Auswertung der ex vivo IFNγ-ELISPOTs zur Untersuchung der Effektor-T-Zellantwort
unterstützte die Annahme, daß die einzelnen TNF/TNFR-Paare möglicherweise
unterschiedliche Effekte auf die dendritischen Zellen haben. So konnte in den Mäusen, die
mit dendritischen Zellen immunisiert wurden, eine gleichzeitige Initiation einer
E7-unspezifischen Immunantwort im Vergleich zu Peptid-immunisierten Mäusen
beobachtet werden (Abb. 3.37 D). Die E7-unspezifische Immunantwort könnte auf FCS-
spezifische Epitope zurückgehen, da die dendritischen Zellen in Medium mit Serum
kultiviert wurden, wodurch sie im Serum enthaltene Proteine aufnehmen, prozessieren und
präsentieren können. Die Stärke der durch die dendritischen Zellen induzierten unspezi-
fischen Immunantwort nahm durch die Infektion der dendritischen Zellen mit den
rekombinanten Adenoviren zu, unabhängig von der E7-Expression (Abb. 3.37 A, D).
Wegen dieser gleichzeitigen Aktivierung einer E7-unspezifischen Immunantwort durch die
dendritischen Zellen wurde vermutet, daß die in vitro Restimulation in diesen Gruppen
ineffizienter erfolgte als in den Peptid immunisiert Gruppen, da die Halbwertszeit der
Stimulatorzellen neben der E7-spezifischen Immunantwort auch von der gleichzeitig
induzierten E7-unspezifischen Immunantwort abhing (siehe auch 3.4.2.2). Durch die
Koinfektion der dendritischen Zellen mit Ad4-1BBL war die Anzahl der E7-unspezifisch
IFNγ-sekretierenden Zellen (in Abwesenheit des Peptides) im Vergleich zu
AdE7-infizierten dendritischen Zellen deutlich geringer (Abb. 3.37 A). Diese Reduktion
konnte nicht nach dem Transfer von RANK und RANKL beobachtet werden. Die
Immunisierung mit dendritischen Zellen, die mit AdE7, AdRANK und AdRANKL
koinfiziert wurden, führte nur zu einer generellen Zunahme der IFNγ-sekretierenden Zellen
in Anwesenheit und Abwesenheit des Peptides (Abb. 3.37 C). Die 4-1BBL-spezifische
Reduktion der durch die dendritischen Zellen induzierten E7-unspezifisch
IFNγ-sekretierenden Zellen konnte auch bei der Kombination von 4-1BBL mit RANK und
RANKL gezeigt werden (Abb. 3.37 C). Auch bei der Koinfektion der AE7-infizierten
dendritischen Zellen mit AdCD40, AdCD40L und Ad4-1BBL nahm die unspezifische
Immunantwort im ex vivo IFNγ-ELISPOT ab, jedoch nicht ohne Ad4-1BBL. Die Ursache
dieser Reduktion durch 4-1BBL ist unklar. Es zeigt aber, daß 4-1BBL für die
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Immuntherapie sehr interessant sein könnte, und die TNF/TNFR-Paare vermutlich
unterschiedliche Effekte auf die dendritischen Zellen ausüben, die zu einer Verbesserung
der stimulatorischen Eigenschaft der Zellen führen.
Die Untersuchung des Einflusses des Transfer der kostimulatorischen Moleküle auf die
HPV-16 E7-spezifische T-Zellantwort hat gezeigt, daß durch die Expression von 4-1BBL
bzw. RANK und RANKL die immunstimulatorische Eigenschaft der dendritischen Zellen
verbessert werden konnte. So konnte die durch die dendritischen Zellen in vivo induzierte
H-2Db-restringierte Effektor- und memory T-Zellantwort gegen E7 durch den Transfer von
4-1BBL bzw. RANK und RANKL signifikant erhöht werden, jedoch nicht durch CD40
und CD40L. In Abhängigkeit von der Menge des exprimierten Antigens konnte durch die
Koinfektion der dendritischen Zellen mit AdE7 und Ad4-1BBL, AdE7, AdRANK und
AdRANKL bzw. AdE7, Ad4-1BBL, AdRANK und AdRANKL eine effizientere
E7-spezifische T-Zellantwort induziert werden. Die Koexpression von 4-1BBL, RANK
und RANKL zusammen führte auch unter nicht-limitierenden Antigenbedingungen zu
einer signifikanten Steigerung der E7-spezifischen T-Zellantwort, aber nicht 4-1BBL oder
RANK/RANKL allein. Die Verbesserung der Immunisierungseffizienz der dendritischen
Zellen könnte auf der durch den Transfer von 4-1BBL bzw. RANK und RANKL gezeigten
Erhöhung des Expressionsniveaus von MHC II, CD80 und CD86 beruhen (Abb. 3.22 und
Abb. 3.23). Die Steigerung der immunstimulatorischen Kapazität der dendritischen Zellen
könnte aber auch auf andere Mechanismen, wie z.B. der Sekretion von Zytokinen,
zurückgehen, da sich der Differenzierungsgrad der Zellen allgemein verbessert (siehe
MHC II Abb. 3.22 und Abb. 3.23). Durch die Expression der kostimulatorischen Moleküle
nahm auch die Homogenität der dendritischen Zellkulturen zu und war vergleichbar zu
dem Differenzierungsgrad der Kulturen, die ohne kostimulatorische Moleküle am Tag 10
nach Isolation im FACS untersucht wurden (Abb. 3.17). Der spezifische Effekt von
4-1BBL auf die durch die dendritischen Zellen gleichzeitig induzierte unspezifische
Immunantwort (Abb. 3.37) deutete darauf hin, daß die verschiedenen TNF/TNFR-Paare
möglicherweise unterschiedliche Mechanismen, die sich gegenseitig nicht inhibieren,
neben der allgemeinen Aktivierung von NFκ-B zur Verbesserung der stimulatorischen
Eigenschaft der dendritischen Zellen besitzen. Die Verbesserung der Immunisierungs-
effizienz von dendritischen Zellen durch den Transfer von kostimulatorischen Molekülen
der TNF- bzw. TNFR-Superfamilie könnte daher für die Entwicklung einer effektiven
Immuntherapie mit therapeutischem Nutzen von großem Interesse sein.
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4 Diskussion
Die Immuntherapie als neuartige Behandlungsmethode von Tumor- und chronischen
Infektionserkrankungen hat durch die Bestätigung der von Burnet und Thomas 1967
postulierten „Tumor-Immunüberwachung“- (cancer immune surveillance) Hypothese45-47
an Bedeutung gewonnen48. Der Immuntherapie liegt zugrunde, daß Tumore bzw. mit
einem Erreger-infizierte Zellen über spezifische Antigene verfügen, die eine Immunität
bewirken können51. Die spezifische Erkennung und Eliminierung dieser Zellen beruht auf
immunologischen Effektorzellen, wie z.B. zytotoxischen T-Zellen3,44. Dendritische Zellen
besitzen wegen ihrer einzigartigen Fähigkeit, naive T-Zellen aktiveren zu können, eine
zentrale Kontrollfunktion bei der Initiation von Immunantworten und stehen deshalb in
Mittelpunkt heutiger immuntherapeutischer Ansätze69. Tumore und Viren besitzen jedoch
spezielle Strategien, wie die Produktion von TGF-β oder IL-1063,64, um der Kontrolle des
Immunsystems zu entkommen, so daß sie gegen die Eliminierung durch T-Zellen geschützt
sind65 und eine immunologische Toleranz induzieren. Um diese Toleranz zu durchbrechen
und eine effektive Aktivierung und Expansion der tumorspezifischen Effektorzellen zu
induzieren, wird nach Wegen gesucht, die stimulatorische Eigenschaft von dendritischen
Zellen zu verbessern68.
Die Infektion mit HPV, insbesondere HPV-16, ist der größte Risikofaktor für die
Entwicklung von Zervixkarzinomen18, weltweit die dritthäufigste Krebserkrankung bei
Frauen19 mit 400.000 neuen Fällen pro Jahr20. Die transformierende Wirkung der HPVs
beruht unter anderem auf dem viralen Onkogen E7, das konstitutiv in allen transformierten
Zellen exprimiert wird und für die Aufrechterhaltung des transformierten Zustandes der
infizierten Zellen notwendig ist32-35. Aus diesem Grund stellt E7 ein ideales tumor-
spezifisches Antigen für die Immuntherapie HPV-assoziierter Antigene dar310. Die
Einbeziehung des HPV-16 Hauptkapsidproteins L1 bietet neben der Initiation einer T-Zell-
vermittelten Immunantwort gegen ein weiteres Antigen von HPV-16285,286 auch einen
prophylaktischen Nutzen, da eine protektive Antikörperantwort induziert werden kann311.
Die Möglichkeit der Initiation und Verbesserung einer Immunantwort gegen HPV-16
durch Immunisierung mit adenoviral transduzierten dendritischen Zellen wurde in einem
A2.1Kb-transgenen Mausmodell untersucht. Zur Verbesserung der stimulatorischen
Eigenschaft der dendritischen Zellen wurde der Einfluß des zusätzlichen Transfers von
kostimulatorischen Molekülen der TNF- bzw. TNFR-Superfamilie auf die
HPV-16-spezifische Immunantwort analysiert.
4.1 Dendritische Zellen
Dendritische Zellen sind bei der Regulation des Immunsystems von besondere Bedeutung,
da sie neben der Initiation von zellulären und humoralen Immunantworten auch die
Induktion der zentralen und peripheren immunologischen Toleranz kontrollieren69. Wegen
dieser einzigartigen Eigenschaft sind sie für die sie Verwendung als natürliches Adjuvants
in immuntherapeutischen Ansätzen prädestiniert69. Basierend auf ihrem Vorkommen, ihrer
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Differenzierung und ihrer Funktion werden sie in unreife und ausgereifte dendritische
Zellen unterteilt69. Da reife dendritische Zellen ein höheres immunstimulatorischen Poten-
tial besitzen und daher effizienter T-Zellen aktivieren können69, ist der Differenzierungs-
zustand der dendritischen Zellen für immuntherapeutische Einsätze von Bedeutung. Der
Unterschied in der Morphologie, Antigenaufnahme und stimulatorischen Eigenschaft
zwischen unreifen und reifen dendritischen Zellen kann anhand der Expression von CD11c
und der Expressionsintensität von MHC II, CD80 und CD86 gezeigt werden158, wobei in
reife dendritische Zellen größere Mengen an MHC II, CD80 und CD86 exprimiert
werden158.
4.1.1 Generierung dendritischer Zellen
Für die Generierung dendritischen Zellen stehen bei der Maus verschiedene
Anreicherungs- und Kultivierungsverfahren zu Verfügung129,312,313. Die in vitro
Kultivierungsmethode aus Knochenmarksvorläuferzellen ist leicht durchführbar und
verspricht die höchsten Ausbeuten an dendritischen Zellen mit einem relativ homogenen
Differenzierungsgrad110,129,157,158.
In Anlehnung an die Protokolle von Inaba et al.129 und Lutz et al.158 wurden Knochen-
markszellen nach Depletion der Erythrozyten mit GM-CSF und IL-4 für sechs Tage
kultiviert. Bei diesem Standardprotokoll wurde auf eine zusätzliche Depletion kontaminie-
render Zelltypen, wie B-Zellen, T-Lymphozyten, MHC II+- oder FcR+-Zellen durch
Antikörper und Komplement157 verzichtet, da hierdurch auch dendritische Vorläuferzellen
depletiert werden können158. Auf die Zugabe von LPS oder TNFα zur Steigerung des
Differenzierungsgrads gegen Ende der Kultivierungsdauer158 wurde ebenso verzichtet, da
auch ohne dieses Schritt die spätere Induktion einer effektiven Immunantwort gezeigt
wurde159,314,315.
Mit dem hier etablierten Standardprotokoll konnte die Differenzierung der Knochenmarks-
zellen bzw. der dendritischen Vorläuferzellen in dendritische Zellen induziert werden,
durchschnittlich 45-55 % der Zellen waren CD11c+ und MHC II+ (siehe Abb. 3.17). Dies
entspricht einer Ausbeute von 3,5-4,5x106 CD11c+/MHC II+ dendritischen Zellen pro
Maus. Der Anteil der CD11c+/MHC II+ dendritischen Zellpopulation konnte durch die
Verlängerung der Kultivierungsdauer von sechs auf zehn Tage bis auf 70 % erhöht werden,
bei gleichzeitiger Reduktion der CD11c-/MHC II--Zellen. Bei den CD11c-/MHC II--Zellen
handelt es sich wahrscheinlich um Granulozyten158. Der Einfluß der Kultivierungsdauer
auf die Ausbeute an dendritischen Zellen und die Reduktion der kontaminierenden
Zelltypen deutet darauf hin, daß die CD11c-/MHC II--Zellen am Tag 6 noch zu
dendritische Zellen differenzieren können. Die breite Streuung der MHC II-Expression an
den Tagen 6 und 10 könnte auf dendritischen Zellen unterschiedlichen Differenzierungs-
grads beruhen158, so daß unter den Standardbedingungen wahrscheinlich vermehrt unreife
dendritische Zellen mit geringerer MHC II-Expression gewonnen werden.
Im Vergleich zum Protokoll von Inaba et al.129 lieferte die hier verwendete Vorgehens-
weise unter den Standardbedingungen, mit sechs Tagen Kultivierung, vergleichbare
Ausbeuten an reifen und unreifen dendritischen Zellen. Allerdings kann die Ausbeute an
dendritischen Zellen durch die Verlängerung der Kultivierungsdauer auf acht bzw. zwölf
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Tage erhöht und die Kontamination mit anderen Zelltypen reduziert werden158,169,177. Eine
andere Möglichkeit, die Reinheit der dendritischen Zellpopulation zu erhöhen, bietet die
Depletion von kontaminierenden Zelltypen durch Antikörper und Komplement zu Beginn
der Kultivierung129,273,314 bzw. die Anreicherung der dendritischen Zellen mittels eines
Metrizamid-Dichtegradienten am Ende der Kultivierung315,316. Durch diese zusätzlichen
Schritte wird jedoch auch die Ausbeute an dendritischen Zellen reduziert158. Um den
Anteil an reifen dendritischen Zellen zu erhöhen, werden in einigen Protokollen gegen
Ende der Kultivierung LPS oder andere Differenzierungsstimuli zugegeben129,158. Da auch
ohne diese Faktoren eine effektive Immunantwort mit Tumorimmunität induziert werden
kann159,169,273,314,315,317, ist die Notwendigkeit dieser zusätzlichen Differenzierungsstimuli
im murinen System unklar. Besonders die Initiation einer effektiven Immunantwort nach
Immunisierung mit dendritischen Zellen, die entweder nur 5 Tage kultiviert wurden315 oder
nur zu 30 bis 40 % aus dendritischen Zellen (CD11c+) bestanden273, führte zu der
Entscheidung, daß etablierte Standardprotokoll nicht weiter zu optimieren, da schnell und
effizient dendritische Zellen mit stimulatorischen Fähigkeiten in ausreichender Anzahl
generiert werden können. Ein weitere Vorteil der möglicherweise nur suboptimalen in vitro
Kultivierungsmethode könnte sein, daß der Effekt von kostimulatorischen Molekülen
eventuell deutlicher zu demonstrieren ist und neue Erkenntnisse über mögliche Wege zur
Optimierung der immunstimulatorischen Eigenschaft von dendritischen Zellen liefert.
4.1.2 Gentransfer in dendritische Zellen mit adenoviralen Vektoren
Da dendritische Zellen, die Tumorantigene präsentieren, äußerst potent zytotoxische
T-Zellen aktivieren können160, müssen die für immuntherapeutische Ansätze in vitro gene-
rierten dendritischen Zellen so verändert werden, daß sie tumorspezifische Antigene auf
ihrer Zelloberfläche präsentieren. Dafür stehen zahlreiche ex vivo Methoden zur
Verfügung. Neben dem Beladen (Pulsen) mit tumorspezifischen Peptiden161,
Proteinen163oder Tumorlysaten165 stellt die genetische Modifikation einen vielver-
sprechenden Weg dar. Vorteile der genetischen Modifikation durch virale Vektoren318,
RNA170 oder DNA169 ist der Transfer des gesamten Antigens mit der Nutzung aller
potentiell enthaltenen antigenen Determinanten, unabhängig von den exprimierten MHC
I/II-Molekülen. Die endogen exprimierten Antigene können direkt für die Beladung von
MHC-Moleküle prozessiert werden, weshalb die Antigene im Vergleich zum Pulsen über
einen längeren Zeitraum effizient präsentiert werden172. Weiterhin bietet die genetische
Modifikation auch die Möglichkeit mehrere Gene gleichzeitig transferieren zu können, wie
z.B. Gene für kostimulatorische Faktoren zur Verbesserung der stimulatorischen
Eigenschaft der dendritischen Zellen.
Wegen der geringen Transfereffizienz von physikalischen, nicht-viralen Systemen in
dendritische Zellen173, wurden virale Vektoren entwickelt. Obwohl der Einsatz von viralen
Vektoren von der Identifikation tumorspezifischer und Tumor-assoziierter Antigene
abhängt und nicht wie bei tumorspezifischer RNA oder cDNA171 das gesamte antigene
Repertoire genutzt wird, reduziert es die Gefahr einer Autoimmunität durch die gleichzei-
tige Präsentation von Antigenen, die auch in gesundem Gewebe exprimiert werden168,319.
Als sehr gut erwiesen sich hierbei adenovirale Vektoren, die unabhängig vom Ursprung
der dendritischen Zellen zwischen 80 und 100 % transduzieren, ohne die Differenzierung
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der Zellen zu inhibieren174-177,320,321. Nach der Infektion mit adenoviralen Vektoren konnte
sowohl in humanen als auch in murinen dendritischen Zellen die Expression des Antigens
und die Initiation einer Immunantwort gegen das exprimierte Antigen nachgewiesen
werden174-177,321. Durch die ex vivo Modifikation der dendritischen Zellen werden die
Probleme der hohen Immunogenität235-237 adenoviraler Vektoren bei einer direkten
Injektion minimiert, da keine toxische Wirkung bzw. eine gegen die transduzierten Zellen
gerichtete Immunantwort nachgewiesen wurde243,244,321.
Das verwendete Protokoll zur Infektion der dendritischen Zellen mit adenoviralen
Vektoren basierte auf den Erfahrungen in der Arbeitsgruppe Lindenmaier/Dittmar, daß die
Infektionsrate bei vier Tage alten Kulturen höher war als zu späteren Zeitpunkten. Bei der
Verwendung einer MOI von 100 für Adegfp konnte anhand der EGFP-Expression gezeigt
werden, daß mindestens 50 % der dendritischen Zellen (CD11c+/MHC II+) infiziert
werden können (siehe Abb. 3.17). Dieses Ergebnis wurde durch die Auswertung der
immunozytochemischen Färbungen (siehe 3.3.2) bestätigt, da auch hier bei einer MOI von
100 Infektionsraten ≥ 50 % beobachtet wurden. Diese Infektionsraten stimmen mit denen
in der Literatur überein177,304. Da das Expressionsniveau von dendritischen Zellen im
Vergleich zu anderen Zelltypen geringer ist159, könnte die Infektionsrate eventuell auch
höher gewesen sein, wenn in einigen Zellen die Transgen-Expression unterhalb der
Nachweisgrenze der EGFP-Fluoreszenz bzw. der immunozytochemischen Färbungen lag.
Zusätzlich könnte die effiziente Prozessierung des Transgens die Detektion der infizierten
Zellen erschweren. Die EGFP-Expression wurde üblicherweise 48 h nach der Infektion
nachgewiesen, konnte am Mikroskop jedoch auch schon nach 24 h detektiert werden. Von
Ribas et al.322 wurde gezeigt, daß murine dendritische Zellen auch fünf Tage nach der
Infektion mit dem rekombinanten Adenovirus noch das Transgen exprimieren. In dieser
Arbeit konnte die EGFP-Expression noch sechs Tage nach Infektion der Zellen mit Adegfp
nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.17). Somit sollte im Gegensatz zu gepulsten
dendritischen Zellen die Präsentation der prozessierten Peptidfragmente, unabhängig vom
natürlichen Metabolismus der MHC-Moleküle, über einen längeren Zeitraum erfolgen172.
Die HPV-16 L1-Expression konnte in infizierten murinen und humanen dendritischen
Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.18 bzw. Abb. 3.20). Dagegen konnte die
Expression von HPV-16 E7 bzw. des E7-Teils der L1/E7-Fusionsproteine in murinen
dendritischen Zellen nicht nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.19). In den humanen
dendritischen Zellen konnte die Expression der E7 Sequenzen der L1/E7-Fusionsproteine
detektiert werden, aber nicht von E7 nach Infektion mit AdE7 (siehe Abb. 3.21). Die
Probleme mit dem E7-spezifischen Nachweis lassen sich vermutlich auf mehrere Ursachen
zurückführen. Der Vergleich des E7-spezifischen Nachweis‘ mit den L1-Färbungen in
A549 Zellen zeigt eine geringere Sensitivität der E7-Färbungen, die bei murinen
dendritischen Zellen durch die primären Antikörper vermutlich noch geringer ist als mit
humanen. Zusätzlich könnte die Detektion von E7 nach Infektion mit AdE7 durch die
kurze Halbwertszeit des E7-Proteins302 und durch die Verwendung einer gegenüber dem
Wildtyp-Protein instabileren E7-Variante291 erschwert werden. Die Initiation einer
E7-spezifischen T-Zellantwort nach Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen
Zellen demonstrierte, daß E7 exprimiert wird, jedoch die Sensitivität der Nachweisreaktion
zu gering ist. Der Vergleich dieser Immunantwort mit der von AdL1p/E7-infizierten
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dendritischen Zellen zeigt, daß die Fusion von E7 mit L1 zu einer Stabilisierung von E7
führen könnte. Diese Stabilisierung könnte auf einer geringeren Antigenprozessierung
beruhen291.
Die Infektion der dendritischen Zellen mit adenoviralen Vektoren hatte keinen signi-
fikanten Effekt auf die Generierung, Ausbeute und Differenzierung der Zellen. Die
Ursache für die leichte Reduktion der MHC II-Expression in infizierten Kulturen am Tag
10 ist unklar, da auch bei Infektionen mit höheren MOIs (bis 1000) keine zytotoxischen
Effekte beobachtet wurden. Diese Reduktion ist in der Literatur nicht beschrieben. Für
murine dendritische Zellen ist gezeigt, daß die adenovirale Infektion ein neutrales303 oder
leicht aktivierendes Signal304 darstellt. Auch bei humanen dendritischen Zellen stellt die
Infektion mit adenoviralen Vektoren ein schwach aktivierendes Signal dar, das nicht die
spätere Differenzierung in reife Zellen blockiert176. Bei den in vivo Experimenten konnte in
den Gruppen, die durch Adegfp-infizierte dendritische Zellen immunisiert wurden, gegen-
über der durch Mock-infizierte dendritische Zellen immunisierten Gruppe eine leichte,
reproduzierbare Zunahme der unspezifischen Immunantwort im ex vivo IFNγ-ELISPOT
beobachtet werden, was auf eine geringe Aktivierung der dendritischen Zellen durch die
Infektion mit Adegfp zurückgehen könnte. Ein direkter negativer Effekt der Infektion mit
adenoviralen Vektoren scheint daher eher unwahrscheinlich. Die Möglichkeit einer toxisch
wirkenden Kontamination in den hergestellten Adenovirusstocks, welche die MHC II-
Expression beeinflußt, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Ebenso kann auch ein
technisches Problem bei den FACS-Messungen nicht vollkommen ausgeschlossen werden,
da lediglich die MHC II- und nicht die CD11c-Expression betroffen war.
4.1.3 Einfluß der kostimulatorischen Moleküle auf die dendritischen Zellen
Bei der komplexen Interaktion von dendritischen Zellen mit T-Zellen ist eine Vielzahl von
Oberflächenmolekülen beteiligt. Diese Interaktion ist nicht nur für die Aktivierung von
T-Zellen und Initiation einer T-Zell-vermittelten Immunantwort von zentraler Bedeutung,
sondern induziert eine weitere Aktivierung der dendritischen Zellen, die auch als terminale
Differenzierung bezeichnet wird. Dabei hat sich gezeigt, daß einige TNF/TNFR-Paare
wegen ihrer restringierten Expression in T-Zellen bzw. dendritischen Zellen eine
besondere Bedeutung zukommt142. Das bekannteste Beispiel ist das Rezeptor/Liganden-
paar CD40/CD40L186. Die Aktivierung CD40+-dendritischer Zellen durch das in
CD4+-T-Zellen exprimierte CD40L induziert die Differenzierung zu reifen dendritischen
Zellen und Steigerung ihrer immunstimulatorischen Kapazität122,191,192. Die Verbesserung
der stimulatorischen Eigenschaft der dendritischen Zellen könnte auf die erhöhte
Expression der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86, der induzierten Produktion
von Zytokinen wie IL-12, IL-1 und IL-6 sowie dem anti-apoptotischen Effekt durch die
Induktion des Apoptose-Suppressors Bcl-xL zurückgehen
69,76,189,190,323.
Durch die Bindung des in T-Zellen exprimierten RANKL an RANK auf dendritischen
Zellen wird ebenfalls ein durch Bcl-xL-vermittelter anti-apoptotischen Effekt auf die
dendritischen Zellen induziert und die Produktion von Zytokinen (IL-12, IL-15, IL-1, IL-6)
aktiviert124,197. Die RANK/RANKL-Stimulation führt im Gegensatz zu CD40/CD40L nicht
zur Erhöhung des Expressionsniveaus von CD80 und CD86 oder anderer
Oberflächenmoleküle wie MHC II197. Trotzdem wird durch RANK/RANKL die
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stimulatorische Eigenschaft der dendritischen Zellen zur Initiation einer T-Zellantwort
verbessert196,197,204.
Durch das TNF/TNFR-Paar 4-1BB/4-1BBL wird die Differenzierung von unreifen
4-1BB+-Zellen in reife dendritische Zellen induziert und die Expression von CD80 und
CD86 erhöht214,215. Zusätzlich aktiviert die 4-1BB/4-1BBL-Stimulation in dendritischen
Zellen die Produktion der Zytokine IL-6 und IL-12214,215. Diese Modifikationen der
dendritischen Zellen durch 4-1BB/4-1BBL verbessern die stimulatorischen Eigenschaften
der Zellen214,215.
Um den in der Literatur beschriebenen Effekt von CD40/CD40L, RANK/RANKL sowie
4-1BBL als Aktivierungs- bzw. Differenzierungsstimuli für dendritische Zellen zu
untersuchen, wurde im FACS neben der Expression von CD11c und MHC II auch die der
kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86, die erst in reifen Zellen effizient exprimiert
werden156,158 gemessen. Durch den Transfer der kostimulatorischen Moleküle der
TNF- bzw. TNFR-Superfamilie konnte der Differenzierungszustand der dendritischen
Zellen (CD11c+/MHC II+) sowie die Expression von CD80 und CD86 deutlich verbessert
werden (siehe Tab. 3.5). RANK/RANKL bzw. die Kombination von RANK/RANKL mit
4-1BBL führten zur stärksten Modifikation der Expression von MHC II, CD80 und CD86
in den dendritischen Zellkulturen. Interessant bei diesen drei kostimulatorischen
Molekülen war die deutliche Reduktion der CD11c--Zellen. Die Abnahme der
kontaminierenden CD11c--Zellen führt zur Erhöhung der Reinheit bzw. Homogenität der
dendritischen Zellkulturen und war auch in den Kulturen zu beobachten, die für zehn statt
sechs Tage kultiviert wurden. Somit scheint durch den Transfer der kostimulatorischen
Moleküle der TNF- bzw. TNFR-Superfamilie die Kultivierungsdauer zur Gewinnung einer
homogeneren und reiferen dendritischen Zellpopulation verkürzt zu werden. Diese
Anreicherung differenzierter Zellen könnte auf den anti-apoptotischen Effekten der
TNF/TNFR-Paare, insbesondere RANK/RANKL, beruhen324. Die Koexpression von
CD40L/RANKL bzw. CD40/RANK zeigte, daß der positive Effekt auf die Differenzierung
und Homogenität der dendritischen Zellkultur der kostimulatorischen TNF- und
TNFR-Moleküle größtenteils auf dem Transfer der endogen in T-Zellen exprimierten
Liganden (CD40L/RANKL) beruht. Allerdings kann durch die Erhöhung der endogen in
dendritischen Zellen exprimierten Rezeptoren nach der Infektion mit AdCD40 und
AdRANK die Aktivierung der dendritischen Zellen durch CD40L/RANKL weiter
gesteigert werden, so daß der Transfer von Rezeptor und Ligand von Vorteil ist.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Wong et al. 324 konnte durch die RANK/RANKL-
Aktivierung eine Erhöhung des Expressionsniveaus von MHC II, CD80 und CD86 in den
dendritischen Zellen beobachtet werden. Da dieser Effekt auf die dendritischen Zellen auch
ohne den gleichzeitigen Transfer von RANK nachgewiesen wurde, scheint die genetische
Modifikation zur Steigerung des stimulatorischen Potentials der dendritischen Zellen
vielversprechender zu sein, als die Zugabe von RANKL als rekombinantes Protein324.
Überraschend war das Ergebnis, daß der Transfer von CD40/CD40L im Vergleich zu
RANK/RANKL oder 4-1BBL den geringsten Effekt auf die Expression von MHC II,
CD80 und CD86 in dendritischen Zellen hatte, obwohl die CD40/CD40L-Stimulation in
vielen Protokollen zu Generierung dendritischer Zellen als Differenzierungsstimulus
eingesetzt wird. Da die Expression von CD40 und CD40L in infizierten A549 Zellen
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gezeigt wurde (Abb. 3.14) und die gefundenen Mutationen in den cDNAs für CD40
(3.2.1.1) und CD40L (3.2.1.2) beschrieben sind, kann nicht ausgeschlossen werden, daß
RANK/RANKL und 4-1BBL potentere Stimuli sind als CD40/CD40L. In der Literatur ist
ein ähnlicher Vergleich dieser kostimulatorischen Moleküle bislang nicht beschrieben. Um
dieses Ergebnis zu bestätigen und die Funktionalität des von dem adenoviralen Vektor
codierten CD40 bzw. CD40L eindeutig zu demonstrieren, könnte untersucht werden, ob
das Signal der CD40/CD40L-Stimulation in dendritischen Zellen aus CD40-/--187 bzw.
CD40L-/--Mäusen188 nach Infektion mit den entsprechenden Vektoren komplementiert
werden kann.
Die Infektion der dendritischen Zellen mit Ad4-1BBL führt zur Bestätigung der Ergebnisse
von Futagawa et al.214 und Wilcox et al.215, jedoch war die Steigerung der Expressionsin-
tensität von MHC II, CD80 und CD86 schwächer als mit RANK/RANKL. Dies könnte
darauf beruhen, daß die endogene Expression des Rezeptors (4-1BB) nicht wie im Falle
von RANK erhöht wurde. Jedoch konnte nach der Infektion mit Ad4-1BBL eine Zunahme
der für dendritische Zellkulturen typischen Zellaggregate sowie von Zellen mit der
charakteristischen dendritischen Zellmorphologie beobachtet werden, was auf eine
4-1BB-Expression hindeutet und durch die Ergebnisse von Futagawa et al.214 und Wilcox
et al.215, bestätigt wird. Die Versuche, die 4-1BB-Expression in den generierten
dendritischen Zellen am Tag 6 im FACS nachzuweisen, blieben jedoch erfolglos. Da der
gleiche 4-1BB-spezifische Antikörper wie von Futagawa et al.214 verwendet wurde, scheint
dieses Ergebnis eher auf technische Probleme zurückzugehen als auf die fehlende
Expression von 4-1BB.
4.2 Vakzinierung mit genetisch modifizierten dendritischen
Zellen gegen Antigene von HPV-16
Die Arbeiten zur Untersuchung der immunstimulatorischen Fähigkeit der genetisch modi-
fizierten dendritischen Zellen erfolgten in vivo in einem Mausmodell. Das ausgewählte
A2.1Kb-transgene Modell zeichnet sich durch ein chimäres HLA-Molekül, bestehend aus
der α-1 und α-2 Domäne der humanen HLA-A*0201 und der α-3 Domäne des murinen
H-2Kb in einem H-2b Hintergrund, aus263. Dieses Modell sollte die gleichzeitige Analyse
der zellulären T-Zellantwort gegen die bekannten H-2Db bzw. A2.1-restringierten
CTL-Epitope in HPV-16 E7261,262 bzw. gegen das A2.1-restringierten CTL-Epitopes in
HPV-16 L1286 erlauben.
Das Protokoll zur Vakzinierung der Mäuse mit dendritischen Zellen sowie die
anschließende Untersuchung der T-Zellantwort erfolgt in Anlehnung an die Arbeiten von
Doan et al.275 und Porgador & Gilboa305 und ist für die Analyse von T-Zellantworten
optimiert (persönl. Mitteilung R. Tindle, SASVRC). Unter den Standardbedingungen
(Abb. 3.27 A) erfolgte zehn Tage nach der Immunisierung der Mäuse mit den
dendritischen Zellen bzw. dem Peptid-Vakzin, die aus dem jeweiligen Peptid in Adjuvants
bestand, die Analyse der HPV-16-spezifischen T-Zellantwort. Dabei wurde durch den
ex vivo IFNγ-ELISPOT die als direkte Effektor-T-Zellantwort bezeichnete T-Zellantwort
ohne vorherige in vitro Restimulation analysiert. Für die Untersuchung der Initiation einer
HPV-16-spezifischen memory T-Zellantwort durch die Immunisierung mit den
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dendritischen Zellen im CTL-Assay und IFNγ-ELISPOT wurden die Milzzellen zuvor für
sechs Tage in vitro restimuliert. Die T-Zellantwort nach der sechstägigen in vitro
Restimulation wurde als memory T-Zellantwort bezeichnet, da die T-Zellen nach der
Immunisierung zum zweiten Mal mit dem Antigen stimuliert wurden. Ob die hier als
memory T-Zellantwort bezeichnete Immunantwort tatsächlich eine dauerhafte Immunität
induziert oder die für memory T-Zellen spezifischen Oberflächenproteinen325 exprimiert,
ist unklar.
Da die dendritischen Zellen in Medium mit FCS kultivierten wurden und durch die
Aufnahme und Prozessierung von Rinderproteinen eine FCS-spezifische Immunantwort
induzieren können, wurden die in der Milz enthaltenen professionellen APCs depletiert,
um die Amplifikation einer FCS-spezifischen Immunantwort während der in vitro
Restimulation zu reduzieren305. Die in vitro Restimulation für das H-2Db-restringierte E7
CTL-Epitop 8Q erfolgte durch Zugabe einer konstitutiv E7-exprimierenden Zellinie bzw.
mit einer A2.1-exprimierenden Zellinie, die zuvor mit dem jeweiligen A2.1-restringierten
CTL-Epitop beladen wurde. Diese zelluläre in vitro Restimulationsmethode soll gegenüber
der sonst weit verbreiteten Methode, die ohne APC-Depletion durch Zugabe des
entsprechenden Peptides erfolgt, den weiteren Vorteil haben, daß bei Vakzinen, die eine
Prozessierung der CTL-Epitope benötigen, in Mäusen mit H-2b-Hintergrund die zelluläre
in vitro Restimulation zu einer effizienteren Amplifikation der spezifischen Immunantwort
führt (persönl. Mitteilung von A. Suhrbier, QIMR).
4.2.1 Etablierung des Mausmodells
In einigen Vorversuchen wurden A2.1Kb-transgene Mäuse mit den jeweiligen syntheti-
sierten Peptiden der HPV-16 E7- bzw. L1-spezifischen CTL-Epitope oder dem HPV-16
E7-Protein immunisiert und die memory T-Zellantwort im CTL-Assay untersucht, um zu
kontrollieren, ob das ausgewählte transgene Mausmodell die gleichzeitige Analyse einer
durch das murine MHC I oder transgene A2.1Kb-restringierten T-Zellantwort erlaubt.
Von den identifizierten E7 CTL-Epitopen261,262 (siehe Abb. 3.24) konnte im CTL-Assay
eine spezifische memory T-Zellantwort gegen das durch das murine H-2Db-restringierte
CTL-Epitop (8Q) sowie die beiden A2.1-restringierten Epitope 598 und 597, aber nicht
gegen das A2.1-restringierte CTL-Epitop 599 nachgewiesen werden (Abb. 3.26 A, B).
Gegen das A2.1-restringierte L1 CTL-Epitop286 konnte ebenfalls eine spezifische memory
T-Zellantwort induziert werden. Allerdings konnte die Initiation einer spezifischen memory
T-Zellantwort gegen die A2.1-restringierten CTL Epitope 597 und L1 nur nach in vitro
Restimulation ohne APC-Depletion und Zugabe des jeweiligen Peptides detektiert werden,
nicht aber nach zellulärer in vitro Restimulation. Da sich die im CTL-Assay verwendeten
Targetzellen, die auch für die in vitro zelluläre Restimulation verwendet wurden, mit
beiden Peptiden beladen ließen, ist die Ursache für diesen Unterschied zwischen den
beiden Restimulationsmethoden unklar. Eine zeitlich limitierte Bindung der beiden Peptide
an das transgene A2.1-Molekül, die z.B. auf einer geringen Bindungsaffinität beruht, kann
aber nicht ausgeschlossen werden. Sollte dies der Fall sein, könnte der Unterschied
zwischen den beiden Restimulationsmethoden auf die zu geringere Menge an verfügbarem
Peptid nach der Dissoziation der auf den A2.1-Molekülen der Zellen gebundenen
597- bzw. L1-Peptide während der in vitro Restimulation zurückzuführen sein. Wegen
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dieser technischen Probleme wurden nach Immunisierung mit genetisch modifizierten
dendritischen Zellen für die A2.1-restringierten CTL-Epitope 597 und L1 beide
Restimulationsmethoden parallel durchgeführt.
Der Nachweis einer A2.1-restringierten 597-spezifischen memory T-Zellantwort im
CTL-Assay durch die Immunisierung mit dem HPV-16 E7-Protein (Abb. 3.26 C) zeigt,
daß in dem A2.1Kb-transgenen Mausmodell neben dem H-2Db-restringierten auch das
A2.1-restringierte E7 CTL-Epitop 597 durch das murine Proteasom prozessiert wird. Die
A2.1-spezifischen T-Zellantworten waren jedoch generell deutlich schwächer als die
H-2Db-restringierte. Dieser Unterschied könnte auf eine ineffizientere Prozessierung der
A2.1-restringierten CTL-Epitope durch das murine Proteasom zurückgehen. Andere
Ursache könnten die geringe Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen in diesem Modell
und die wahrscheinlich ineffiziente Interaktion des murinen CD8-Moleküls auf den
CD8+-CTLs mit dem chimären A2.1Kb-Molekül sein306. Aber auch eine unterschiedliche
Bindungsaffinität von 8Q bzw. 597 für die Assoziation mit dem jeweiligen MHC I-
Molekül kann nicht ausgeschlossen werden.
Im Gegensatz zu 597 konnte nach Immunisierung mit dem E7-Protein die Initiation einer
memory T-Zellantwort gegen das A2.1-restringierte CTL-Epitop 598 im CTL-Assay nicht
nachgewiesen werden (Abb. 3.26 C). Durch die Immunisierung mit dem 598-Peptid konnte
dagegen eine 598-spezifische memory T-Zellantwort induziert werden, die aber immer
schwächer war als die gegen 597 (Abb. 3.26 A, B). Auch Daten aus anderen Arbeiten, in
denen eine Prozessierung von 598 aus E7 notwendig war, bestätigten dies307 (perönl.
Mitteilung von R. Tindle, SASVRC). Daher erscheint die Nutzung dieses von Ressing et
al.262 identifizierten A2.1-restringierten CTL-Epitopes als ein natürliches E7 CTL-Epitop
momentan fragwürdig.
Inwiefern die zelluläre in vitro Restimulation in einem Modell mit H-2b-Hintergrund
tatsächlich notwendig ist (siehe oben), bleibt unbeantwortet, da nach Immunisierung mit
dem E7-Protein eine 597-spezifische memory T-Zellantwort trotz in vitro Restimulation
durch Zugabe des Peptides nachgewiesen wurde (Abb. 3.26 C). Eine höhere Effizienz der
zellulären Restimulation bei Vakzinen, die in vivo exprimiert werden, kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden.
4.2.2 Induktion einer humoralen Immunantwort spezifisch für HPV-16 L1
Die Einbeziehung des HPV-16 Hauptkapsidproteins L1 als ein weiteres HPV-16-spezi-
fisches Antigen neben E7 im Rahmen einer Immuntherapie hat eine Reihe von Vorteilen.
Zum einen könnte durch die Initiation einer L1-spezifischen zellulären Immunantwort286
die Effizienz der Immuntherapie gesteigert werden. Die Immunisierung gegen mehrere
HPV-16-spezifische Antigene reduziert die Möglichkeiten des Tumors bzw. Virus, sich
durch Mutationen in einzelnen Antigenen dem immunologischen Angriff zu entziehen61,62.
Zum anderen kann mit L1 dem therapeutischen Ansatz auch ein prophylaktischer Nutzen
durch die Induktion einer L1-spezifischen Antikörperantwort zugefügt werden, die vor der
Infektion bzw. Re-Infektion mit HPV-16 schützt259. Die Induktion dieser protektiven
Antikörperantwort beruht auf der Fähigkeit von L1 zur Bildung von leeren
Viruskapsiden281 (VLP, virus-like particles). In Mäusen führte die Immunisierung mit
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HPV-16 L1-VLP zur Induktion einer L1-spezifischen Antikörperantwort282, die gegen eine
Infektion mit HPV-16 schützt283,284. Durch die Fusion von L1 mit E7 können chimäre VLP
(cVLP) generiert werden282, die neben einer L1-spezifischen humoralen auch eine zelluläre
Immunantwort gegen E7 induzieren und Mäuse gegen das Wachstum eines E7-transfor-
mierten Tumors schützen287. Daher könnte die genetische Modifikation dendritischer
Zellen mit HPV-16 L1-Sequenzen für eine HPV-16-spezifische Immuntherapie neben der
Eliminierung des transformierten Gewebes durch die zelluläre Immunantwort auch vor
einer erneuten Infektion mit HPV-16 durch die Induktion L1-spezifischer Antikörper
schützen.
Von Mercier et al.159 wurde gezeigt, daß adenoviral transduzierte dendritische Zellen
neben einer zelluläre auch eine humorale Immunantwort gegen das exprimierte Modell-
antigen (β-Galaktosidase) induzieren. Da die durch die dendritischen Zellen induzierte
Antikörperantwort gegen β-Galaktosidase erst 20 bis 25 Tage nach der intramuskulären
Immunisierung nachweisbar war159, wurde das hier etablierte Vakzinierungsprotokoll
(siehe Abb. 3.27 A), das für die Analyse von T-Zellantworten optimiert wurde (persönl.
Mitteilung R. Tindle, SASVRC), modifiziert. So wurden die Mäuse 25 Tage nach der
ersten Immunisierung erneut immunisiert und am Tag 35 nach der ersten Immunisierung
die Antikörperantwort bzw. am Tag 36 die zelluläre Immunantwort analysiert (siehe
Abb. 3.27 B). Die zweite Immunisierung erfolgte, um das für die Analyse der
T-Zellantwort optimale Intervall von 9 bis 11 Tagen beizubehalten.
Mit den adenoviralen Vektoren, die HPV-16-Sequenzen codieren, standen unterschiedliche
Möglichkeiten zur genetischen Modifikation der dendritischen Zellen bereit, um HPV-16
E7 mit L1 zu kombinieren. Einerseits kann durch die Infektion der dendritischen Zellen
mit AdL1p/E7 ein Fusionsprotein aus L1 und dem gesamten E7-Protein exprimiert werden.
Andererseits ist auch die Koinfektion mit AdE7 und AdL1p möglich, um E7 und L1 in
dendritischen Zellen zu exprimieren. AdL1p ist dabei gegenüber AdL1p∆C von Vorteil, da
in AdL1p noch die interne Kernlokalisationssequenz am C-Terminus von L1 enthalten ist.
Diese Sequenz scheint für die effiziente Bildung von VLP und der damit verbundenen
Induktion einer Antikörperantwort von Bedeutung zu sein292. Beide Möglichkeiten, die
Infektion der dendritischen Zellen mit AdL1p/E7 bzw. AdL1p und AdE7, wurden durchge-
führt und miteinander verglichen. Neben der Anpassung des Vakzinierungsprotokolls an
die von Mercier et al.159 beschriebene Kinetik der Antikörperinduktion wurde auch der
Einfluß der Immunisierungsroute (intramuskulär vs. subkutan) auf die Initiation einer
L1-spezifischen Antikörperantwort durch AdL1p-infizierte dendritische Zellen untersucht.
In den A2.1Kb-transgenen Mäusen konnte weder nach Immunisierung mit AdL1p-infi-
zierten noch mit AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen die Induktion einer
HPV-16 L1-spezifischen Antikörperantwort nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.32). Auch
die intramuskuläre Immunisierung mit AdL1p-infizierten dendritischen Zellen führte nicht
zur Induktion einer L1-spezifischen Antikörperantwort, jedoch die Immunisierung mit
HPV-16 L1-VLP (von M. Müller, DKFZ). Wegen der gezeigten Expression von L1 nach
Infektion der dendritischen Zellen mit AdL1p bzw. AdL1p/E7 (Abb. 3.18) sowie der
Initiation einer L1-spezifischen T-Zellantwort (Abb. 3.31 C) war dieses Ergebnis
unerwartet. Da die Transgen-Expression in dendritischen Zellen sehr gering zu sein
scheint159, kann nicht ausgeschlossen werden, daß die L1-Expression zu gering ist für die
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zur Induktion einer Antikörperantwort benötigte effiziente Bildung und Sekretion von
L1-VLP. Der Unterschied zu der Arbeit von Mercier et al.159 könnte aber auch auf einer
geringeren Immunogenität von HPV-16 L1 im Vergleich zu β-Galaktosidase beruhen. Daß
die Fähigkeit von adenoviral transduzierten dendritischen Zellen zur Induktion einer
signifikanten Antikörperantwort von der Immunogenität des Antigens abhängen könnte,
wurde auch von anderen beobachtet308.
Um die Expression von HPV-16 L1 in dendritischen Zellen und damit die Bedingungen
zur Induktion einer L1-spezifischen Antikörperantwort zu verbessern, könnten adenovirale
Vektoren verwendet werden, die HPV-16 L1 mit humanisierten Codons codieren292. Im
Vergleich zu den hier verwendeten Konstrukten mit Pflanzenoptimierten Codons führt
diese Modifikation der L1-Sequenz zu einer weiteren Steigerung der Expression von
HPV-16292.
4.2.3 Untersuchung der HPV-16-spezifischen Effektor-T-Zellantwort
Für die Initiation einer effektiven zellulären Immunantwort ist die Aktivierung der spezi-
fischen T-Lymphozyten und ihre anschließende Differenzierung in Effektor-T-Zellen für
die direkte Immunantwort sowie in Gedächtnis-T-Zellen (memory T-Zellen) für spätere
Immunantworten von Bedeutung. Die als direkte Effektor-T-Zellantwort bezeichnete
HPV-16-spezifische T-Zellantwort wurde unter den Standardbedingungen (Abb. 3.27 A)
zehn Tage nach der Immunisierung der Mäuse bzw. 10 Tage nach der zweiten
Immunisierung (Abb. 3.27 B) mit den dendritischen Zellen bzw. dem Peptid-Vakzin durch
den ex vivo IFNγ-ELISPOT, ohne vorherige in vitro Restimulation, analysiert.
Abhängigkeit der Effektor-T-Zellantwort von der MOI und einer zweiten Immunisierung:
Die Untersuchung der direkten Effektor-T-Zellantwort zeigt, daß AdE7-infizierte
dendritische Zellen eine signifikante T-Zellantwort gegen HPV-16 E7 in den Mäusen
induzierten, die spezifisch für das H-2Db-restringierte CTL-Epitop261 und proportional zu
der verwendeten MOI von AdE7 für die Infektion der dendritischen Zellen war (siehe
Abb. 3.18). Die Immunisierung mit dendritischen Zellen, die mit einer MOI von 250 für
AdE7 infiziert wurden, führte zu der höchsten Effektor-T-Zellantwort, die sogar signifikant
höher war als mit dem Peptid-Vakzin. Die Anzahl der durch die dendritischen Zellen
induzierten IFNγ-sekretierenden T-Zellen spezifisch für das H-2Db-restringierte E7
CTL-Epitop war bei einer MOI von 250 für AdE7 vergleichbar zu denen von Mercier et
al.159 mit β-Galaktosidase-exprimierenden dendritischen Zellen. Die E7-spezifische
Effektor-T-Zellantwort konnte durch die Erhöhung der MOI von AdE7 auf 500 nicht
weiter erhöht werden (Daten nicht gezeigt). Dies könnte auf die möglicherweise toxische
Wirkung von großen Mengen an Adenoviruspartikeln beruhen304.
Eine zweite Immunisierung mit AdE7- (MOI 250) infizierten dendritischen Zellen führte
zu einer Erhöhung der H-2Db-restringierten E7-spezifschen Effektor-T-Zellantwort
(Abb. 1.29) gegenüber einer Vakzinierung um den Faktor 6. In der Peptid-immunisierten
Gruppe stieg die Anzahl der IFNγ-sekretierenden Zellen um den Faktor 3 und die Anzahl
der E7-spezifischen IFNγ-sekretierenden T-Zellen war etwa sechsmal geringer als mit
AdE7-infizierten dendritischen Zellen. Diese Erhöhung der Immunantwort durch eine
zweite Immunisierung mit dendritischen Zellen wurde auch von Kaplan et al.320 gezeigt.
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Der Vergleich der Immunisierungseffizienz von dendritischen Zellen gegenüber dem
Peptid-Vakzin demonstriert das besondere immunstimulatorische Potential dieser
Zellen79-81 und rechtfertigt ihren Einsatz in immuntherapeutischen Ansätzen.
Abhängigkeit der Effektor-T-Zellantwort von der Stabilität des exprimierten Antigens:
Im Gegensatz zu AdE7-infizierten dendritischen Zellen könnte nach der Vakzinierung mit
AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen die Initiation einer H-2Db-restringierten
E7-spezifischen Effektor-T-Zellantwort nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.18). Auch
eine zweite Immunisierung mit AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen führte nicht zu
einer nachweisbaren Effektor-T-Zellantwort gegen E7 (Abb. 3.19). Dieses Ergebnis war
unerwartet, da für die Infektion der dendritischen Zellen mit AdL1p/E7 die für AdE7
optimale MOI von 250 bzw. 300 verwendet wurde und sowohl AdE7 als auch AdL1p/E7
die von Shi et al.291 beschriebene HPV-16 E7-Variante E7mut enthalten. Diese
E7-Variante besitzt eine geringere Transformationsfähigkeit, die aus sicherheits-
technischen Gründen bei human-infektiösen Vektoren und einem potentiellen Onkogen
vorteilhaft ist, sowie eine höhere Immunogenität als das ursprüngliche E7-Protein291. Da
die gesteigerte Immunogenität von E7mut auf die höhere Instabilität und damit verbundene
effizientere Degradation bzw. Prozessierung zurückgeführt wird291, könnte die Fusion von
E7mut mit L1 zur Expression eines stabileren Proteins mit reduzierter Immunogenität der
E7 CTL-Epitope führen. Die Ergebnisse der immunozytochemischen Färbungen für den
Nachweis der E7-Expression in humanen dendritischen Zellen deutet auf eine
Stabilitätszunahme von E7mut durch die Fusion hin (siehe 3.3.2.2 und Abb. 3.21). Daher
scheint das unterschiedliche stimulatorische Potential von AdE7-infizierten und
AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen vermutlich auf die Stabilisierung von E7mut
durch die Fusion mit L1 zurückzugehen, die zu einer geringeren Prozessierung und damit
geringeren Immunogenität der E7-CTL-Epitope führt.
A2.1-restringierte Effektor-T-Zellantwort gegen HPV-16 E7:
Nach der Immunisierung mit den AdE7-infizierten dendritischen Zellen konnte nur die
Initiation einer schwachen, nicht signifikanten A2.1-restringierten Effektor-T-Zellantwort
gegen das E7 CTL-Epitop 597262 nachgewiesen werden (Abb. 3.28). Dies könnte auf der
geringen Frequenz an A2.1-spezifischen T-Zellen in dem Modell sowie der wahrscheinlich
ineffizienten Interaktion des murinen CD8-Moleküls auf den CD8+ CTLs mit dem
chimären A2.1Kb-Molekül beruhen306. Dafür spricht neben der höheren Variabilität des
597-spezifischen ex vivo IFNγ-ELISPOTs auch die Tatsache, daß nach der Immunisierung
mit dem Peptid-Vakzin keine 597-spezifische Effektor-T-Zellantwort nachgewiesen
werden konnte (Abb. 3.28), jedoch eine 597-spezifische memory T-Zellantwort
(Abb. 3.30 C). Somit scheint die Expansion der 597-spezifischen T-Zellen während der
in vitro Restimulation essentiell zu sein, um eine eindeutige Immunantwort nachweisen zu
können. Aber auch eine geringere Prozessierung A2.1-restringierter CTL-Epitope durch
das murine Proteasom könnte erklären, warum AdE7-infizierte dendritische Zellen eine
sehr starke H-2Db-restringierte Effektor-T-Zellantwort gegen E7 induzieren, aber nicht
gegen 597. Zusätzlich kann aber auch die Mutation in E7mut291, die das CTL-Epitop 597
modifiziert (Abb. 3.21), für die schwache 597-spezifische Effektor-T-Zellantwort durch
die Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen verantwortlich sein. Für eine
Vielzahl von anderen A2.1-restringierten CTL-Epitopen wurde gezeigt, daß eine solche
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Modifikation neben der Bindung an das MHC I-Molekül auch die spezifische Erkennung
durch den TCR negativ beeinflußt326. Trotz der allgemeinen Limitierungen des A2.1-trans-
genen Modells306 erscheint die 597-Mutation von Bedeutung zu sein, da im Gegensatz zum
Peptid-Vakzin keine 597-spezifische memory T-Zellantwort mit AdE7-infizierten
dendritischen Zellen nachgewiesen werden konnte.
HPV-16 L1-spezifische Effektor-T-Zellantwort restringiert durch A2.1:
Wie für E7 konnte auch durch die zweimalige Immunisierung mit AdL1p- oder
AdL1p/E7-infizierte dendritischen Zellen die Initiation einer sehr schwachen, nicht signi-
fikanten A2.1-restringierten Effektor-T-Zellantwort gegen das L1 CTL-Epitop286 nachge-
wiesen werden (Abb. 3.29). Die intramuskuläre statt subkutane Immunisierung mit
AdL1p-infizierten dendritischen Zellen zeigt keinen Effekt. Vermutlich ist dieses Ergebnis
auf die Limitierungen des Mausmodell, wie die geringe Frequenz an A2.1-spezifischen
T-Zellen und beeinträchtigte Interaktion des murinen CD8-Moleküls auf den CTLs mit
dem chimären A2.1Kb-Molekül306 und eventuell auch auf eine ineffizientere Prozessierung
des A2.1-restringierten CTL-Epitopes aus L1 bzw. L1/E7 durch das murine Proteasom
zurückzuführen. Daß die Limitierungen des Mausmodells den Nachweis einer direkten
Effektor-T-Zellantwort erschweren, zeigt auch die nicht nachweisbare Effektor-T-
Zellantwort mit dem Peptid-Vakzin, für die allerdings eine L1-spezifische memory
T-Zellantwort gezeigt werden konnte (Abb. 3.31 C).
4.2.4 Initiation einer HPV-16-spezifischen memory T-Zellantwort
Zusätzlich zu der direkten Effektor-T-Zellantwort, die am Tag 10 nach der Immunisierung
ohne vorherige in vitro Restimulation durch den ex vivo IFNγ-ELISPOT bestimmt wurde,
erfolgte die Untersuchung einer HPV-16-spezifischen memory T-Zellantwort. Hierfür
wurden die isolierten Milzzellen für sechs Tage in vitro restimuliert und anschließend die
HPV-spezifische memory T-Zellantwort durch den IFNγ-ELISPOT sowie CTL-Assay
nachgewiesen. Die spezifische Restimulation für das H-2Db-restringierte E7 CTL-Epitop
erfolgte durch Zugabe der E7-exprimierenden Zellinie EL4.E7. Für die A2.1-restringierten
E7 CTL-Epitope 598 und 597 bzw. für das A2.1-restringierte L1 CTL-Epitop wurden
konstitutiv A2.1-exprimierende EL4.A2.1 verwendet, die zuvor mit dem jeweiligen Peptid
beladen wurden. Für die beiden CTL-Epitope 597 und L1 wurde parallel auch die
alternative Restimulationsmethode ohne APC-Depletion durch Zugabe des entsprechenden
Peptides durchgeführt, da die zelluläre in vitro Restimulation für diese CTL-Epitope nicht
zu einer erfolgreichen Amplifikation der spezifischen T-Zellantwort führte
(Abb. 3.26 A, B). Die im CTL-Assay und IFNγ-ELISPOT nachgewiesene T-Zellantwort
wurde als memory T-Zellantwort bezeichnet, da die T-Zellen nach der Aktivierung in vivo
durch die Immunisierung zum zweiten Mal mit dem Antigen stimuliert wurden. Ob diese
Immunantwort tatsächlich zu einer dauerhaften Immunität führt bzw. die T-Zellen für
memory T-Zellen spezifische Oberflächenproteine325 exprimieren, ist unklar.
In vitro Restimulation:
Der Vergleich der Anzahl an IFNγ-sekretierenden Zellen spezifisch für das H-2Db-restrin-
gierte E7 CTL-Epitop261 im IFNγ-ELISPOT mit restimulierten Zellen (Abb. 3.30 A) zum
ex vivo IFNγ-ELISPOT (Abb. 3. 28) zeigt, daß die spezifischen T-Zellen während der
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in vitro Restimulation erfolgreich aktiviert und expandiert wurden. Jedoch fiel auf, daß
trotz der vergleichbaren bzw. stärkeren Effektor-T-Zellantwort mit AdE7-infizierten
dendritischen Zellen, in 7 von 8 Experimenten die memory T-Zellantwort schwächer war
als mit dem Peptid-Vakzin. Somit scheint die in vitro Restimulation für AdE7-infizierte
dendritische Zellen ineffizienter zu sein als für das Peptid-Vakzin. Bei der Auswertung der
ex vivo IFNγ-ELISPOTs konnte neben der HPV-16-spezifischen T-Zellantwort auch die
gleichzeitige Initiation einer unspezifischen Immunantwort durch die Immunisierung mit
dendritischen Zellen beobachtet werden (Abb. 3.37) So wurden nach der Immunisierung
mit dem Peptid-Vakzin nur sehr wenige IFNγ-sekretierende T-Zellen in Abwesenheit des
untersuchten Peptides nachgewiesen (Abb. 3.37 D), die jedoch bei der Immunisierung mit
dendritischen Zellen zunahm. Da die dendritischen Zellen in Medium mit Serum kultiviert
wurden, könnte es sich bei dieser unspezifischen Immunantwort z. B. um FCS-spezifische
T-Zellen305 oder natürliche Killerzellen327 handeln. Durch die Infektion der dendritischen
Zellen mit adenoviralen Vektoren, unabhängig vom exprimierten Transgen, stieg die
Anzahl der unspezifisch IFNγ-sekretierenden T-Zellen weiter an (Abb. 3.37 A, D). Diese
weitere Zunahme der unspezifischen Immunantwort könnte auf eine schwache Aktivierung
der dendritischen Zellen durch die Infektion mit den adenoviralen Vektoren304 hindeuten.
Die ineffizientere in vitro Restimulation für die mit dendritischen Zellen immunisierten
Gruppen könnte auf die im Gegensatz zum Peptid-Vakzin gleichzeitige Initiation einer
HPV-16-unspezifischen Immunantwort zurückgehen. So könnte die durch die
dendritischen Zellen induzierte unspezifische Immunantwort zu einer schnelleren Lyse der
zugegebenen Stimulatorzellen führen, da neben der HPV-16-spezifischen Lyse auch die
unspezifische Immunantwort zu ihrer Lyse beitragen könnte, so daß die effiziente
Expansion der HPV-16-spezifischen T-Zellen limitiert würde. Aus diesem Grund waren
die in vitro Restimulationsbedingungen für die mit dendritischen Zellen immunisierten
Gruppen vermutlich nicht optimal, um das immunstimulatorische Potential der
dendritischen Zellen ermitteln zu können. Anders kann die in Abb. 3.31 dargestellte
H-2Db-restringierte memory T-Zellantwort gegen E7 nicht erklärt werden, da die Effektor-
T-Zellantwort in den mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen sechsmal höher war als mit
dem Peptid-Vakzin (Abb. 3.29). Die E7-spezifische memory T-Zellantwort war nach der in
vitro Restimulation jedoch im IFNγ-ELISPOT dreimal bzw. die spezifische Lyse im
CTL-Assay etwa 15% geringer als mit dem Peptid-Vakzin. Die hier etablierte in vitro
Restimulation muß daher optimiert werden, um das tatsächliche stimulatorische Potential
der dendritischen Zellen, ohne Interferenz mit der unspezifischen Immunantwort, ermitteln
zu können. Dies könnte, wie in anderen Arbeiten mit dendritischen Zellen gezeigt, durch
Zugabe von IL-2 und/oder durch die Reduzierung der Restimulationsdauer von sechs auf
fünf Tage erfolgen317,321,328-331.
Bei den insgesamt 14 durchgeführten CTL-Assays zeigte sich ein weitere Problem. Durch
die Verwendung einer Zellinie, wie EL4.E7, als Stimulatorzellen während der in vitro
Restimulation und anschließend als Targetzellen im CTL-Assay kann es zu einer
gesteigerten Sensitivität der Targetzellen gegenüber der durch die zytotoxischen T-Zellen
induzierten Lyse kommen. Dieses Phänomen ist auch in anderen Arbeitsgruppen bekannt
und ist nicht spezifisch für E7 (persönl. Mitteilung von A. Suhrbier, QIMR). Vermutlich
kommt es während der in vitro Restimulation zur unerwünschten Amplifikation einer
Diskussion 171
Immunantwort spezifisch für gleichzeitig auf den Stimulatorzellen präsentierte
CTL-Epitope. Diese in vitro induzierte Immunantwort kann auch in den Kontrollgruppen,
die durch Mock-infizierte bzw. Adegfp-infizierte dendritische Zellen immunisiert wurden,
zu artifiziell hohen Werten bei dem Effektor zu Target Verhältnis von 40:1 im
anschließendem CTL-Assay führen. Da dieses Phänomen nicht bei dem Effektor zu Target
Verhältnis von 10:1 beobachtet wird, bestätigt es, daß die Werte für das 40:1 Effektor zu
Target Verhältnis artifiziell sind und auf eine in vitro generierte Immunantwort
zurückgehen. Auch die geringeren Werte mit den Peptid-beladenen EL4.A2.1 als
Targetzellen im Vergleich zu den EL4.E7 demonstriert dies.
Abhängigkeit der memory T-Zellantwort von der MOI und einer zweiten Immunisierung:
Wie zuvor für die Effektor-T-Zellantwort zeigte sich auch für die H-2Db-restringierte
E7-spezifische memory T-Zellantwort die Initiation einer signifikanten T-Zellantwort
durch die Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen (Abb. 3.30 A, B). Die
Stärke der E7-spezifischen memory T-Zellantwort war dabei proportional zur verwendeten
MOI von AdE7 zur Infektion der dendritischen Zellen. Nach der Immunisierung mit
dendritischen Zellen, die mit einer MOI von 250 für AdE7 infiziert wurden, war die
Intensität der H-2Db-restringierten T-Zellantwort im CTL Assay vergleichbar zu der von
E7-Protein-gepulsten dendritischen Zellen273. Ebenso entsprach das stimulatorische
Potential der AdE7-infizierten dendritischen Zellen dem von Adenovirus-modifizierten
dendritischen Zellen aus anderen Arbeiten mit unterschiedlichen Antigenen und murinen
Modellen244,320,321,330.
Die zweite Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen führte nicht zu einer
weiteren Erhöhung der E7-spezifischen memory T-Zellantwort (vergleiche Abb. 3.31 A, B
mit Abb. 3.30 A, B). Da ein deutliche Verbesserung der E7-spezifischen Effektor-
T-Zellantwort durch die zweite Immunisierung nachgewiesen wurde, könnten dieses
Ergebnis auf die zuvor diskutierten Probleme mit der Effizienz der in vitro Restimulation
beruhen.
 Abhängigkeit der memory T-Zellantwort von der Stabilität des exprimierten Antigens:
Die Immunisierung mit AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen induzierte im Gegen-
satz zu AdE7-infizierte Zellen keine H-2Db-restringierte E7-spezifische memory T-Zellant-
wort, trotz der für AdE7 optimalen MOI von 250 (Abb. 3.30 A, B). Auch nach einer
zweiten Immunisierung mit AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen (MOI 300) konnte
keine E7-spezifische memory T-Zellantwort nachgewiesen werden (Abb. 3.31 A, B). Dies
könnte auf die bereits diskutierte (4.2.3) Stabilisierung von E7mut291 durch die Fusion mit
L1 zurückgehen. Wegen der reduzierten E7-spezifischen T-Zellantwort mit
AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen scheint die Verwendung von AdL1p/E7 für die
Entwicklung einer effektiven Immuntherapie gegen HPV-16 ungünstiger als die getrennte
Infektion mit AdE7 und AdL1p.
A2.1-restringierte memory T-Zellantwort gegen HPV-16 E7:
Nach keiner der beiden in vitro Restimulationsmethoden konnte eine signifikante
597-spezifische memory T-Zellantwort nach der Immunisierung mit AdE7-infizierten
dendritischen Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.30 C). Dagegen konnte nach der
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in vitro Restimulation durch Zugabe des Peptides eine 597-spezifische memory
T-Zellantwort in den Mäusen gezeigt werden, die mit dem 597-Peptid immunisiert wurden.
Dies war unerwartet, da mit dem Peptid-Vakzin die Initiation einer Effektor-T-Zellantwort
nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.28). Somit bestätigt dieses Ergebnis die bereits
erläuterten (4.2.3) Limitierungen des A2.1Kb-transgenen Mausmodells306 und der
möglicherweise geringeren Prozessierung A2.1-restringierter CTL Epitope durch das
murine Proteasom, die eine in vitro Restimulation für den eindeutigen Nachweis einer
A2.1-restringierten T-Zellantwort essentiell machen. Da aber mit AdL1p-infizierten
dendritischen Zellen die Initiation einer A2.1-restringierten memory T-Zellantwort gegen
L1 gezeigt werden konnte (Abb. 3.31 C), scheint dieses Ergebnis eher auf die Inaktivie-
rung des CTL-Epitopes 597 (Abb. 3.21) durch die Mutation in E7mut291 zurückzugehen.
Durch die Veränderung der Sequenz von CTL-Epitopen kann sowohl die Bindungsaffinität
an MHC I-Moleküle als auch die spezifische Erkennung des MHC I/Peptid-Komplexes
reduziert werden326. Es wurde nicht kontrolliert, ob eine Immunantwort gegen das mutierte
597 durch die Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen induziert wurde,
da es wahrscheinlich nicht weiter als HPV-16-spezifisches CTL-Epitop genutzt werden
kann. Die Möglichkeit einer ineffizienten in vitro Restimulation durch die gleichzeitige
Aktivierung einer unspezifischen Immunantwort durch die dendritischen Zellen (siehe
oben) kann jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.
Die Initiation einer A2.1-restringierten memory T-Zellantwort gegen das CTL-Epitop 598
nach der Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen konnte ebenfalls nicht
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dies könnte auf die zuvor diskutierten
Limitierungen des A2.1Kb-transgenen Mausmodells306, der möglicherweise geringeren
Prozessierung A2.1-restringierter CTL Epitope sowie der nicht optimalen in vitro
Restimulationsbedingungen zurückzuführen sein. Zusätzlich ist aber auch die Nutzung von
598 als ein natürliches, HPV-16 E7 prozessiertes, CTL-Epitop fraglich307 (persönl.
Mitteilung von R. Tindle, SASVRC).
HPV-16 L1-spezifische memory T-Zellantwort restringiert durch A2.1:
Durch die zweimalige Immunisierung mit AdL1p- bzw. AdL1p/E7-infizierten
dendritischen Zellen konnte im IFNγ-ELISPOT eine signifikante memory T-Zellantwort
gegen das von Kaufmann et al.286 identifizierte A2.1-restringierte CTL-Epitop nachge-
wiesen werden (Abb. 3.31 C). Hierbei scheint die Immunisierungsroute keinen Einfluß zu
besitzen. Die L1-spezifische memory T-Zellantwort mit dem Peptid-Vakzin zeigt, daß der
Nachweis der T-Zellantwort neben den Limitierungen des A2.1Kb-transgenen Maus-
modells306 auch durch eine ineffizientere in vitro Restimulation für die mit dendritischen
Zellen immunisierten Gruppen (siehe oben) erschwert wird. Aber auch eine geringe
Prozessierung des A2.1-restringierten L1 CTL Epitopes durch das murine Proteasom kann
nicht ausgeschlossen werden. Durch die kürzliche Identifizierung eines H-2Db-restringier-
ten L1 CTL-Epitops332 könnte, wie für E7, das immunstimulatorische Potential von
AdL1p- bzw. AdL1p/E7-infizierten dendritischen Zellen unabhängig von den
Limitierungen des A2.1Kb-transgenen Mausmodells untersucht werden.
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4.3 Einfluß der kostimulatorischen Moleküle auf die
immunstimulatorische Eigenschaft von dendritischen
Zellen
Die Interaktion zwischen dendritischen Zellen und T-Lymphozyten ist für die Initiation
einer zellulären Immunantwort ein wichtiger Schritt und beruht auf einer Vielzahl von
Membran-assoziierten Molekülen. Einige TNF/TNFR-Paare wie CD40/CD40L, RANK/
RANKL und 4-1BB/4-1BBL sind wegen ihres Effekts auf dendritische Zellen und
T-Zellen für die Immuntherapie interessant geworden 68,142,182,216. Ihre entscheidende Rolle
in der Aktivierungskaskade von T-Zellen und dendritischen Zellen könnte den
therapeutischen Nutzen einer Immuntherapie verbessern und in Situationen, in denen das
Immunsystem durch spezielle Strategien des Tumors bzw. Virus tolerant oder anerg gegen
die spezifischen Antigene geworden ist, die Initiation einer effektiven Immunantwort
ermöglichen68.
Nachdem gezeigt wurde, daß der Transfer der kostimulatorischen Moleküle der TNF- bzw.
TNFR-Superfamilie die Differenzierung und Homogenität der dendritischen Zellkulturen
verbessert (siehe 3.3.3), wurde untersucht, ob die Erhöhung der Expression von CD80 und
CD86 auch einen nachweisbaren Effekt auf die stimulatorische Eigenschaft der
dendritischen Zellen auf die Initiation einer HPV-16-spezifischen Immunantwort in vivo
hat. Da nach Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen die Initiation einer
eindeutigen H-2Db-restringierten E7-spezifischen T-Zellantwort gezeigt werden konnte,
wurde der Einfluß der kostimulatorischen Moleküle auf die stimulatorische Eigenschaft der
dendritischen Zellen für die Initiation dieser Immunantwort näher betrachtet.
4.3.1 Einfluß von 4-1BBL auf die E7-spezifische T-Zellantwort
Bislang war das TNF/TNFR-Paar 4-1BB/4-1BBL lediglich durch seine kostimulatorische
und anti-apoptotische Wirkung auf T-Zellen bekannt216. Die 4-1BB-Expression konnte in
CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten nach Aktivierung durch den T-Zellrezeptor induziert
werden206. Die Expression des Liganden 4-1BBL wurde in dendritischen Zellen nachge-
wiesen und ist ebenfalls vom Aktivierungs- bzw. Differenzierungszustand der Zellen
abhängig207. In T-Lymphozyten konnte nach 4-1BB/4-1BBL-Stimulation ein anti-apoptoti-
scher Effekt nachgewiesen werden, der im direkten Zusammenhang mit der Induktion der
Bcl-xL- sowie IL-2-Expression steht208. Die kostimulatorischen Signale durch 4-1BB/
4-1BBL verstärken primäre und sekundäre CD4+- und CD8+-T-Zellantworten, die
Entwicklung und die Überlebensrate von zytotoxischen Effektor- und memory T-Zellen
sowie die Tumorimmunität209-212, ohne die zytotoxische Kapazität der einzelnen Zelle zu
modifizieren213. Das kostimulatorische 4-1BB/4-1BBL-Signal ist besonders für die
Aktivierung von T-Zellen unter Antigen-limitierenden Bedingungen von Bedeutung211.
Aus diesem Grund und aufgrund der Verbesserung der Effizienz von tumorspezifischen
Peptid-Vakzinen durch die Kombination mit dem kostimulatorischen 4-1BB/4-1BBL-
Signal, wodurch sogar die immunologische Toleranz gegenüber den Tumoren durch-
brochen werden konnte212, wurde dieses TNF/TNFR-Paar für die Entwicklung effektiverer
Vakzine attraktiv.
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Durch die Entdeckung, daß 4-1BB auch in unreifen dendritischen Zellen exprimiert wird
und die Bindung von 4-1BBL ein Differenzierungssignal für die dendritischen Zellen
darstellt214,215, hat 4-1BB/4-1BBL als kostimulatorisches Signal an Bedeutung
gewonnen216. In unreifen dendritischen Zellen konnte durch die Aktivierung von 4-1BB
die Produktion der Zytokine IL-6 und IL-12 und die Zunahme der CD80- und
CD86-Expression induziert werden214,215. Während der Differenzierung der unreifen
dendritischen Zellen in reife dendritische Zellen wird die 4-1BB-Expression verringert und
die Expression von 4-1BBL induziert214. Dieses einzigartige Expressionsprofil unter-
scheidet dieses TNF/TNFR-Paar von anderen wie CD40/CD40L oder RANK/RANKL und
ermöglicht die Differenzierung der unreifen dendritischen Zellen in reife Zellen durch
Zell-Zell-Kontakte mit reifen 4-1BBL+-Zellen ohne die Interaktion mit T-Zellen. Ein solch
„autokriner“ Aktivierungsmechanismus könnte neben der konventionellen 4-1BB/4-1BBL-
Stimulation von 4-1BB+-T-Zellen durch reife dendritischen Zellen von sehr großer
Bedeutung für die Biologie der dendritischen Zellen bzw. der Regulation des
Immunsystems sein. Wegen dieser möglichen Rolle von 4-1BB/4-1BBL bei der
Aufrechterhaltung einer spezifischen Immunantwort sind neue Erkenntnisse auch für
immuntherapeutische Ansätze wichtig.
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Futagawa et al.214 und Wilcox et al.215
konnte durch die Aktivierung von 4-1BB auf dendritischen Zellen durch den Transfer von
4-1BBL die Expression von MHC II, CD80 und CD86 erhöht werden (siehe Tab. 3.5). Die
Untersuchung des in vivo Effektes von 4-1BBL auf das stimulatorische Potential der
dendritischen Zellen erfolgte in Anlehnung an die Arbeit von Tan et al.211, die zeigte, daß
das kostimulatorische 4-1BB/4-1BBL-Signal von besonderer Bedeutung für die T-Zellsti-
mulation ist, wenn die Menge des Antigens limitierend ist. Aus diesem Grund wurden
Ad4-1BBL-infizierte dendritische Zellen mit unterschiedlichen MOIs von AdE7 koinfi-
ziert, da die Stärke der H-2Db-restringierten E7-spezifischen T-Zellantwort proportional
zur verwendeten MOI von AdE7 ist (siehe Abb. 3.28 und Abb. 3.30). Unter diesen
Bedingungen konnten die Ergebnisse von Tan et al.211 bestätigt werden, denn der Transfer
von 4-1BBL führte nur unter Antigen-limitierenden Bedingungen zu einer signifikanten
Verbesserung des immunstimulatorischen Potentials der dendritischen Zellen (siehe
Abb. 3.33). Die H-2Db-restringierte Effektor- und memory T-Zellantwort gegen E7 war
nach Immunisierung mit Ad4-1BBL-infizierten dendritischen Zellen, die mit einer MOI
von 50 bzw. 125 für AdE7 koinfiziert wurden, signifikant höher als mit AdE7-infizierten
dendritischen Zellen. Dagegen konnte keine Verbesserung der durch die dendritischen
Zellen induzierten E7-spezifischen T-Zellantwort durch den Transfer von 4-1BBL
beobachtet werden, wenn AdE7 mit einer unter den experimentellen Bedingungen
optimalen MOI 250 verwendet wurde. Dieser Effekt von 4-1BBL auf die E7-spezifische
T-Zellantwort unter Antigen-limitierenden Bedingungen könnte auf die durch 4-1BBL
induzierte Expressionszunahme von CD80 und CD86 in den dendritischen Zellen (siehe
Abb. 3.22) zurückzuführen sein. Die Auswertung der ex vivo IFNγ-ELISPOTs deutete
jedoch darauf hin, daß dieser Effekt von 4-1BBL, die immunstimulatorische Eigenschaft
der dendritischen Zellen zu verbessern, möglicherweise auch noch auf andere
Mechanismen als die Erhöhung der CD80- und CD86-Expression beruht, wie unter 4.3.4
diskutiert wird.
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Die Ergebnisse der induzierten E7-spezifischen T-Zellantwort zeigen, daß die in vitro
Modifikation der dendritischen Zellen durch den Transfer von 4-1BBL zu einer
Verbesserung ihrer stimulatorischen Eigenschaft führt, die insbesondere für die Nutzung
dendritischer Zellen als Adjuvants für die Entwicklung einer effektiven Immuntherapie
gegen Tumore sehr interessant ist.
4.3.2 Effekt der Expression von RANK/RANKL auf die E7-spezifische
T-Zellantwort
Wie 4-1BBL konnte auch durch den Transfer des kostimulatorischen TNF/TNFR-Paares
RANK/RANKL in AdE7-infizierte dendritische Zellen deren stimulatorisches Potential
unter Antigen-limitierenden Bedingungen signifikant verbessert werden. Die Initiation
einer H-2Db-restringierten E7-spezifischen Effektor- und memory T-Zellantwort durch die
Immunisierung mit dendritischen Zellen konnte bei einer MOI von 125 für AdE7 zur
Infektion der dendritischen Zellen signifikant durch RANK/RANKL erhöht werden (siehe
Abb. 3.34), nicht jedoch bei einer MOI von 250 für AdE7 (siehe Abb. 3.36). Diese
Erhöhung der E7-spezifischen Immunantwort durch RANK/RANKL ist der erste in vivo
Nachweis eines immunstimulatorischen Effektes von RANK/RANKL auf die Initiation
einer zytotoxischen CD8+ T-Zellantwort.
In vitro konnte durch die Behandlung mit RANKL als rekombinantes Protein die
stimulatorische Eigenschaft der dendritischen Zellen zur Aktivierung von T-Zellen positiv
beeinflußt werden196,197. Dieser positive Effekt wurde auf die anti-apoptotische Wirkung
von RANK/RANKL auf dendritische Zellen zurückgeführt, die in direktem Zusammen-
hang mit der Induktion der Bcl-xL-Expression steht324 und eine verlängerte Interaktion
zwischen der dendritischen Zelle und der T-Zelle ermöglicht203. Die Immunisierung von
Mäusen mit RANKL-behandelten dendritischen Zellen zeigte, daß dieser anti-apoptotische
Effekt auch in vivo das Überleben der dendritischen Zellen erhöht, die Proliferation von
spezifischen CD4+ T-Zellen verbessert und die Produktion der von T-Zellen sezernierten
Zytokine IFNγ und IL-4 steigert204. Zusätzlich induziert RANK/RANKL in dendritischen
Zellen die Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1 sowie der für
T-Zellwachstum und -differenzierung wichtigen Zytokine IL-12 und IL-15, was auch zu
der Verbesserung des stimulatorischen Potentials der Zellen führen kann124.
Im Gegensatz zu Wong et al.197 konnte durch den Transfer von RANK/RANKL bzw.
RANKL die Differenzierung der dendritischen Zellen induziert werden; die Expression
von MHC II, CD80 und CD86 nahm deutlich zu (siehe Tab. 3.5). Daher könnte die
Erhöhung der E7-spezifischen T-Zellantwort durch RANK/RANKL neben dem anti-
apoptotischen Effekt324 und der Produktion von Zytokinen124 auch auf der Differenzierung
der dendritischen Zellen bzw. der Aktivierung der CD80- und CD86-Expression beruhen.
Da nach Aktivierung der dendritischen Zellen mit RANKL als rekombinantes Protein kein
Effekt auf den Differenzierungszustand bzw. der Expression von MHC II, CD80, CD86
und CD54 beobachtet wurde197, scheint die genetische Modifikation mit RANK/RANKL
zu einer effizienter Aktivierung der dendritischen Zellen und ihres stimulatorischen
Potentials zu führen. Möglicherweise wird der Effekt von RANKL als rekombinantes
Protein durch das endogene Expressionsniveau von RANK in dendritischen Zellen
limitiert, denn durch den zusätzlichen Transfer von RANK konnte der positive Effekt von
Diskussion 176
RANKL weiter gesteigert werden. Somit scheint wegen der Erhöhung des endogenen
Expressionsniveaus der gleichzeitige Transfer von Rezeptor und Ligand von Vorteil zu
sein, um die effiziente Differenzierung und Verbesserung der stimulatorischen Eigenschaft
der dendritischen Zellen zu garantieren.
Die RANK/RANKL-Ergebnisse sind aber noch aus einem weiteren Grund interessant, da
sie zeigen, daß auch durch die Modifikation des endogenen Expressionsniveaus von
RANK die stimulatorische Eigenschaft der dendritischen Zellen verbessert werden kann.
Die Ergebnisse in Abb. 3.35 zeigen, daß sowohl der Transfer der endogen in T-Zellen
exprimierten Liganden (RANKL/CD40L) als auch der endogen in dendritischen Zellen
exprimierten Rezeptoren (RANK/CD40) in AdE7- (MOI 125) infizierten dendritischen
Zellen zu einer signifikanten Erhöhung der Effektor- und memory T-Zellantwort gegen E7
führt. Im Vergleich zu der Immunantwort mit RANK/RANKL, war der gemeinsame
Transfer von Rezeptor und Ligand für die Steigerung der Effektor-T-Zellantwort effizien-
ter, allerdings konnte für die memory T-Zellantwort kein Unterschied festgestellt werden,
was vielleicht mit den bereits diskutierten Problemen mit der in vitro Restimulation
zusammenhängen könnte (4.2.4). Aufgrund der Ergebnisse des Transfers von CD40/
CD40L (4.3.3) wird vermutet, daß die Verbesserung der E7-spezifischen Immunantwort
lediglich auf der Funktion von RANK bzw. RANKL und nicht auf CD40 bzw. CD40L
beruht. Die FACS-Analyse der dendritischen Zellen nach Expression von CD40L/RANKL
bzw. CD40/RANK zeigte, daß die Zunahme des Differenzierungszustands bzw. der
Expression von MHC II, CD80 und CD86 und der Reduktion der CD11c--Zellen
größtenteils auf RANKL/CD40L beruhte (siehe Tab. 3.5). Der Transfer von RANK/CD40
führte nicht zur Reduktion der CD11c--Zellen und nur zu einer geringeren Erhöhung der
Expression von MHC II, CD80 und CD86. Daher könnte der Effekt von RANK/CD40
auch auf die Steigerung des endogenen Expressionsniveaus in dendritischen Zellen
zurückgehen, wodurch die Interaktion in vivo mit RANKL/CD40L-exprimierenden
T-Zellen verbessert werden könnte. Der gleichzeitigen Transfer von TNF/TNFR-Paaren
scheint daher für die Optimierung der immunstimulatorischen Kapazität von dendritischen
Zellen aus zwei Gründen vorteilhaft zu sein. Zum einen wird der positiven Effekt der
Liganden auf die Differenzierung der dendritischen Zellkultur in vitro durch den Transfer
der Rezeptoren weiter erhöht, wodurch reifere, stimulatorischere dendritische Zellen
generiert werden können, zum anderen führt die Erhöhung der Expressionsintensität der
endogen in dendritischen Zellen exprimierten Rezeptoren vermutlich auch in vivo zu einer
Verbesserung der Interaktion mit den T-Zellen, die den Liganden exprimieren, was
ebenfalls die Initiation einer T-Zellantwort positiv beeinflussen kann.
Die Verbesserung der durch die dendritischen Zellen induzierten E7-spezifischen
T-Zellantwort mit RANK/RANKL demonstriert, daß dieses TNF/TNFR-Paar für die
Optimierung der stimulatorischen Eigenschaft von dendritischen Zellen und Entwicklung
einer effektiveren Immuntherapie mit therapeutischem Nutzen sehr interessant ist.
4.3.3 Einfluß von CD40/CD40L auf die E7-spezifische T-Zellantwort
Obwohl die CD40/CD40L-Stimulation in vielen Protokollen zu Generierung dendritischer
Zellen als Differenzierungsstimulus eingesetzt wird, hatte der Transfer von CD40/CD40L
in dendritische Zellen keinen Einfluß auf die immunstimulatorische Eigenschaft der
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Zellen, da bei der Koinfektion der dendritischen Zellen mit AdE7 (MOI 125) keine
signifikante Veränderung der induzierten E7-spezifischen T-Zellantwort nachgewiesen
werden konnte (siehe Abb. 3.34). Durch die Behandlung der dendritischen Zellen mit
einem agonistischen CD40-spezifischen Antikörper konnte die Initiation einer zyto-
toxischen T-Zellantwort verbessert werden122,191,192, weshalb das Ergebnis für den Transfer
von CD40/CD40L unerwartet war. Dieser Unterschied zu den Ergebnissen anderer
Arbeiten könnte auf das Antigen HPV-16 E7 zurückzuführen sein, da die Initiation einer
E7-spezifischen T-Zellantwort restringiert durch H-2Db unabhängig von CD4+-T-Zellen
ist309 und CD40L in dieser T-Zellpopulation exprimiert wird124. Somit könnte der Transfer
von CD40/CD40L ohne Einfluß auf die Induktion der E7-spezifischen Immunantwort
durch die dendritischen Zellen sein, könnte aber einen positiven Effekt auf die Immunant-
wort gegen ein anderes Antigen haben.
Daß es sich bei den isolierten cDNAs für CD40 (3.2.1.1) und CD40L (3.2.1.2) um inaktive
Varianten handelt, scheint aus mehreren Gründen eher unwahrscheinlich: Für die
Mutationen der CD40- bzw. CD40L-Sequenz konnten GenBank-Einträge gefunden
werden und bei der von AdCD40L codierten CD40L-Variante ist die Funktionalität
beschrieben301. Auch die im FACS gezeigte Erhöhung der Expression von CD80 und
CD86 in dendritischen Zellen durch CD40/CD40L (siehe Tab. 3.5) deuten darauf hin, daß
die exprimierten Proteine funktionell sind. Da in der Literatur keine Information über den
Einfluß der Mutation in CD40 auf die Funktion des Proteins zu finden sind, kann die
Klonierung einer inaktive Form nicht ausgeschlossen werden. Jedoch steht dann die
endogene CD40-Expression der dendritischen Zellen158 zur Aktivierung der Zellen nach
dem Transfer von CD40L zur Verfügung. Daher scheint das Ergebnis des Transfers von
CD40/CD40L auf die durch die dendritischen Zellen induzierte Immunantwort eher auf
das verwendete Antigen zurückzuführen sein als auf die Expression inaktiver CD40- bzw.
CD40L-Varianten.
Um dieses für eine HPV-16-spezifische Immuntherapie interessante Ergebnis zu
bestätigen, müssen jedoch noch weitere Versuche durchgeführt werden, welche die
Funktionalität von CD40 und CD40L eindeutig demonstrieren. Dies könnte durch
Komplementierungsversuche mit AdCD40 bzw. AdCD40L in dendritischen Zellen aus
CD40-/--187 bzw. CD40L-/--Mäusen188 erfolgen. Aber auch die Untersuchung des Einflusses
von CD40/CD40L auf die Initiation einer T-Zellantwort gegen ein anderes Antigen als E7
sind notwendig, um die Ergebnisse von Fernando et al.309 zu bestätigen. Weitere Daten
über CD40/CD40L sind auch für die Evaluierung der hier untersuchten TNF/TNFR-Paare
als Differenzierungsstimuli notwendig.
4.3.4 Synergistischer Effekt von 4-1BBL und RANK/RANKL
Durch den Transfer der kostimulatorischen Moleküle 4-1BBL bzw. RANK/RANKL in
dendritische Zellen konnte die durch die Zellen induzierte HPV-16 E7-spezifische
T-Zellantwort signifikant erhöht werden. Die Verbesserung der immunstimulatorischen
Eigenschaft der dendritischen Zellen durch diese TNF- bzw. TNFR-Moleküle konnte
jedoch nur unter Antigen-limitierenden Bedingungen (MOI 50 bzw. 125 für AdE7)
nachgewiesen werden, nicht aber bei einer MOI von 250 für AdE7 (siehe Abb. 3.36).
Diese Abhängigkeit des kostimulatorischen Signals zur T-Zellaktivierung von der
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Antigenkonzentration wurde bereits für 4-1BB/4-1BBL von Tan et al.211 gezeigt. Durch
die Koexpression von RANK, RANKL und 4-1BBL konnte die stärkste Differenzierung
der dendritischen Zellen anhand der Expressionszunahme von MHC II, CD80 und CD86
sowie die deutlichste Reduktion der CD11c--Zellen gezeigt werden (siehe 3.3.3). Daher
wurde untersucht, ob die Kombination von 4-1BBL mit RANK und RANKL auch zu einer
weiteren Verbesserung des stimulatorischen Potentials der dendritischen Zellen zur
Initiation einer H-2Db-restringierten T-Zellantwort gegen E7 führt, wenn die dendritischen
Zellen mit einer MOI von 250 für AdE7 koinfiziert werden.
Die Versuche zur Untersuchung des synergistischen Effektes von 4-1BBL, RANK und
RANKL bei optimalen Antigenkonzentrationen für das exprimierte E7 (MOI 250 für
AdE7) zeigten, daß nur die Koexpression aller drei kostimulatorischen Moleküle zur
Induktion einer noch effizienteren E7-spezifischen Effektor- und memory T-Zellantwort
durch die dendritischen Zellen führte, nicht jedoch 4-1BBL bzw. RANK/RANKL allein
(siehe Abb. 3.36). Diese weitere Verbesserung der dendritischen Zellen durch den Transfer
von 4-1BBL, RANK und RANKL könnte auf die im Vergleich zu 4-1BBL bzw.
RANK/RANKL stärkste Erhöhung der Expression von MHC II, CD80 und CD86 beruhen.
Basierend auf den Ergebnissen zur Untersuchung des Effektes der kostimulatorischen
Moleküle RANK, RANKL und 4-1BBL auf die Fähigkeit der dendritischen Zellen zur
Initiation einer E7-spezifischen Immunantwort könnte vermutet werden, daß in Abhängig-
keit von der Antigenkonzentration bestimmte Schwellenwerte für die untersuchten
Oberflächenproteine erreicht werden müssen, um auch einen Effekt auf die stimulatorische
Eigenschaft der dendritischen Zellen zu besitzen.
Bislang sind keine vergleichbaren Arbeiten zur Kombination von kostimulatorischen
Molekülen der TNF- bzw. TNFR-Superfamilie zur Optimierung der stimulatorischen
Eigenschaft von dendritischen Zellen durchgeführt worden. Von Josien et al.124 wurde
jedoch gezeigt, daß die Kombination von RANKL mit CD40L und/oder TNF-α die Über-
lebensrate von dendritischen Zellen weiter steigern kann als RANK, CD40L oder TNF-α
allein. Neben der anti-apoptotischen Wirkung könnte aber auch die durch 4-1BB/
4-1BBL214,215 bzw. RANK/RANKL124 induzierte Produktion von Zytokinen durch die
Kombination weiter erhöht werden. Daher könnte der Effekt der Koexpression von RANK,
RANKL und 4-1BBL auf die E7-spezifische Immunantwort zusätzlich zu der deutlichsten
Erhöhung der CD80- und CD86-Expression auch auf eine weitere Verbesserung der anti-
apoptotischen Wirkung und Produktion von Zytokinen in dendritischen Zellen
zurückgehen.
Da durch die Aktivierung der dendritischen Zellen mit 4-1BBL, RANK und RANKL die
Differenzierung der Zellen induziert wird, ist die Beteiligung von weiteren Mechanismen
als die im FACS untersuchten Oberflächenproteine, die anti-apoptotische Wirkung und
Zytokine zur Verbesserung der Stimulation von T-Zellen sehr wahrscheinlich. Die im ex
vivo IFNγ-ELISPOT beobachtete Reduktion der durch die dendritischen Zellen gleichzeitig
induzierten unspezifischen Immunantwort, die vermutlich gegen FCS-spezifische CTL-
Epitope gerichtet ist (siehe 4.2.4), durch 4-1BBL deutet darauf hin. Hierbei zeigte sich, daß
durch die Koinfektion der dendritischen Zellen mit AdE7 und Ad4-1BBL die Anzahl der
unspezifisch IFNγ-sekretierenden Zellen in Abwesenheit des 8Q-Peptides im Vergleich zu
den Gruppen, die nicht mit Ad4-1BBL-koinfizierten dendritischen Zellen immunisiert
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wurden, deutlich abnahm (Abb. 3.37 A). Diese Reduktion konnte nicht durch den Transfer
von RANK/RANKL beobachtet werden (Abb. 3.37 B), der nur zu einer generellen
Erhöhung der IFNγ-sekretierenden Zellen sowohl bei Anwesenheit als auch bei
Abwesenheit des Peptides führte. Wenn AdRANK und AdRANKL mit Ad4-1BBL zur
Koinfektion der dendritischen Zellen kombiniert wurde, konnte erneut die auf 4-1BBL
beruhende Abnahme der E7-unspezifisch IFNγ-sekretierenden Zellen, beobachtet werden
(Abb. 3.37 C). Da diese Reduktion der unspezifischen Immunantwort nicht mit
RANK/RANKL beobachtet wurde, scheinen die untersuchten TNF/TNFR-Paare
möglicherweise auch unterschiedliche Effekte auf die Biologie der dendritischen Zellen
und damit auf die immunstimulatorische Eigenschaft der Zellen zu haben. Worauf diese
Reduktion der unspezifischen Immunantwort durch 4-1BBL beruht, ist nicht bekannt.
Vielleicht könnte dieser Effekt von 4-1BBL auf den unter 4.3.1 diskutierten möglichen
„autokrinen“ Aktivierungsmechanismus der dendritischen Zellen zurückgehen. Es bestätigt
jedoch die besondere Rolle von 4-1BB/4-1BBL als kostimulatorisches Signal für T-Zellen
und Differenzierungssignal für dendritischen Zellen216.
4.4 Schlußfolgerung und Ausblick
Der hier demonstrierte Weg einer „kombinatorischen“ Immuntherapie mit genetisch
modifizierten dendritischen Zellen, die neben dem Antigen auch kostimulatorische
Moleküle exprimieren, könnte durch die Optimierung der stimulatorischen Eigenschaften
der dendritischen Zellen von großen therapeutischen Nutzen für den Einsatz dieser Zellen
als natürliches Adjuvants in Immuntherapien sein. Die kombinatorische Immuntherapie
könnte auch das Problem lösen, die immunologischen Toleranz gegenüber den Tumor
durchbrechen zu müssen, um eine effektive Immunantwort zu induzieren.
Nun muß untersucht werden, ob die Steigerung des stimulatorischen Potentials der
dendritischen Zellen durch 4-1BBL, RANK und RANKL auch im E7-transgenen
Mausmodell, in dem die E7-spezifischen T-Zellen anerg bzw. tolerant sind276,277, einen
therapeutischen Nutzen hat. Kann durch die kombinatorische Immuntherapie die periphere
Toleranz durchbrochen und eine E7-spezifische Immunantwort induziert werden, die zu
einer Tumorimmunität führt, indem das Wachstum eines E7-transformierten Tumors bzw.
die Entwicklung spontaner Tumore verhindert wird? Bei einem Erfolg der
kombinatorischen Immuntherapie im E7-trangenen Mausmodell sollte versucht werden,
die Ergebnisse auf das Humansystem zu übertragen. Trotz Gemeinsamkeiten des
E7-transgenen Mausmodells mit der Situation in Patientinnen mit Zervixkarzinom, die
ebenfalls eine immunologische Toleranz gegenüber Antigenen von HPV aufweisen, stellt
sich die Frage der Vergleichbarkeit von artifiziellen Mausmodellen mit der komplexeren
Situation in Menschen. Aber auch die Anwendung der kombinatorischen Immuntherapie
mit dendritischen Zellen für andere Tumore oder chronische Infektionskrankheiten muß
untersucht werden.
Weiterhin muß näher betrachtet werden, welche unterschiedlichen Mechanismen die
TNF/TNFR-Paare zur Verbesserung des stimulatorischen Potentials der dendritischen
Zellen nutzen. Insbesondere 4-1BB/4-1BBL, die wegen ihres einzigartigen Expressions-
profils von sehr großer Bedeutung für die Biologie der dendritischen Zellen und damit für
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Wegen ihrer stimulatorischen Fähigkeit stehen dendritische Zellen im Mittelpunkt heutiger
Immuntherapien gegen Tumor- und chronische Virusinfektionen. Tumore und Viren
besitzen jedoch Strategien, der Kontrolle des Immunsystems durch die Induktion einer
immunologischen Toleranz zu entgehen. So ist die Optimierung der stimulatorischen
Eigenschaft von dendritischen Zellen von Bedeutung, um die Toleranz zu durchbrechen und
eine effektive Immunantwort zu initiieren. Die Möglichkeit der Initiation und Verstärkung
einer Immunantwort gegen Antigene des humanen Papillomavirus (HPV) durch
Vakzinierung mit genetisch modifizierten dendritischen Zellen ist das Thema dieser Arbeit.
HPVs, besonders HPV-16, sind mit Zervixkarzinomen assoziiert und das virale Onkogen E7
stellt ein ideales tumorspezifisches Antigen dar. Die Integration des Hauptkapsidproteins L1
in eine Immuntherapie bietet zusätzlich einen prophylaktischen Nutzen, da protektive Anti-
körper induziert werden können. Die Initiation einer Immunantwort gegen HPV-16 durch
Immunisierung mit genetisch modifizierten dendritischen Zellen sowie der Einfluß von
kostimulatorischen Molekülen der TNF-/TNFR-Superfamilie auf die stimulatorische Eigen-
schaft der dendritischen Zellen wurden in einem transgenen Mausmodell untersucht, das die
Untersuchung humaner (HLA-A*0201) und muriner (H-2Db) T-Zellantworten erlaubte.
Dendritische Zellen wurden in vitro mit GM-CSF+IL-4 aus Knochenmarkszellen generiert.
Für die ex vivo Modifikation wurden adenovirale Vektoren hergestellt, die Antigene
(HPV-16 E7, L1 und L1/E7) bzw. kostimulatorische Moleküle (CD40, CD40L, RANK,
RANKL, 4-1BBL) codieren. Die dendritischen Zellen ließen sich effizient mit den
adenoviralen Vektoren infizieren und exprimierten das Transgen für mindestens sechs Tage.
Durch Immunisierung mit AdE7-infizierten dendritischen Zellen konnte die Initiation einer
H-2Db-restringierten T-Zellantwort gegen E7 nachgewiesen werden, die proportional zur
verwendeten MOI von AdE7 war und von der Stabilität des exprimierten Antigens abhing.
Obwohl das Modell für die A2.1-restringierte T-Zellantwort nicht optimal ist, konnte mit
AdL1-infizierten dendritischen Zellen eine A2.1-restringierte T-Zellantwort gegen L1
initiiert werden. Eine Antikörperantwort gegen L1 konnte nicht detektiert werden.
Der zusätzliche Transfer von 4-1BBL bzw. RANK und RANKL in dendritische Zellen
verstärkte die E7-spezifische T-Zellantwort unter Antigen-limitierenden Bedingungen.
Dieser Effekt auf die stimulatorische Eigenschaft der dendritischen Zellen könnte auf der
Erhöhung der Expression von MHC II, CD80 und CD86 beruhen. Die Koexpression von
4-1BBL, RANK und RANKL in dendritischen Zellen induzierte die stärkste Erhöhung von
MHC II, CD80 und CD86 und führte sogar zu einer Erhöhung der T-Zellantwort gegen E7
unter nicht Antigen-limitierenden Bedingungen.
Die dargestellte „kombinatorische“ Immuntherapie mit genetisch modifizierten
dendritischen Zellen, die neben dem Antigen auch kostimulatorische Moleküle exprimieren,
könnte von großem therapeutischen Nutzen sein. Durch die optimale Nutzung der
dendritischen Zellen als natürliches Adjuvants könnte das Problem einer effektiven
Immuntherapie, die immunologische Toleranz zu durchbrechen, gelöst werden.
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°C Grad Celcius
3´- Hydroxygruppenende der DNA





AIDS acquired immunodeficiency syndrome
Ala Alanin










CD cluster of differentiation (Oberflächenantigene von Zellen)
cDNA complementary DNA (zur mRNA)
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Da Dalton
DC dendritische Zellen







E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiaminotetraessigsäure
egfp/EGFP enhanced green fluorescent protein
ELISA enzyme linked immuno-sorbent assay







GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating factor
GTP Guanosintriphosphat
h Stunde








IRES internal ribosomal entry site
ITR inverted terminal repeat







MEM minimum essential medium
Met Methionin
MHC I/II Haupthistokompatibilitätskomplex der Klasse I/II
min Minute







p Plasmid bzw. Wert der statistischen Signifikanz








PFU plaque forming unit
Pro Prolin
RANK receptor activator of NF-κB
RANKL RANK ligand
RCA replication competent adenovirus
RNA Ribonukleinsäure
RNase Ribonuklease
rpm rotation per minute



















TRANCE tumor necrosis factor [TNF]-related activation-induced cytokine
TRANCE-R TRANCE receptor
Tris Tri-(hydroxymethyl)aminomethan
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